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Resumo 
Alterações da produção de citocinas e da resposta linfocitária são fenômenos 
imunológicos observados nos pacientes após traumas cirúrgicos e transfusões 
sanguíneas alogênicas. Os linfócitos T reguladores (LTRs) compreendem uma 
subpopulação de linfócitos T CD4+ que desempenham um importante papel na 
imunossupressão de pacientes transplantados, oncológicos e vítimas de trauma. 
Diversos marcadores têm sido associados aos LTRs, como FoxP3, CTLA-4, GITR 
e mais recentemente, CD69. Estudos demonstram que a transfusão sanguínea 
alogênica pode induzir LTRs in vitro. A melhor caracterização do efeito das 
transfusões sanguíneas na indução de LTRs in vivo parece ser relevante no 
entendimento dos fenômenos imunomoduladores pós-transfusionais. Objetivo: 
Investigar o efeito da transfusão sanguínea alogênica na indução de linfócitos T 
reguladores e nos níveis séricos de citocinas pró e anti-inflamatórias em pacientes 
submetidos a cirurgia ortopédica. Pacientes e métodos: 35 pacientes 
submetidos a artroplastia total de quadril foram incluídos no estudo e avaliados 
prospectivamente. Amostras sanguíneas foram coletadas antes da cirurgia (D0) e 
no 1o (D1) e 4o (D4) dias pós-operatórios. A frequência de LTRs foi avaliada por 
citometria de fluxo utilizando os marcadores CD4, CD25, FoxP3, CTLA-4, GITR e 
CD69. A dosagem sérica das citocinas IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
17A, TNF-α, IFN-γ e TGF-β foi realizada por imunoensaio multiplex. Resultados: 
Dos 35 pacientes incluídos no estudo, 18 (51,4%) foram transfundidos com 
concentrados de hemácias não leucorreduzidos no período perioperatório. Não 
observamos diferenças significativas relacionadas às características clínicas e 
epidemiológicas entre os indivíduos transfundidos e não transfundidos, com 
exceção do tempo de cirurgia, mais longo no grupo de pacientes transfundidos 
(p<0,001). Houve diminuição significativa da contagem absoluta de linfócitos no 1o 
PO apenas em indivíduos transfundidos (D0 vs. D1; p<0,001). Não observamos 
diferenças significativas na frequência de linfócitos T CD4+CD25highFoxP3+ nos 3 
tempos avaliados em ambos os grupos. No entanto, verificamos aumento da 
porcentagem de linfócitos T CD4+CD25-CD69+ no 4o PO apenas nos pacientes 
transfundidos (D1 vs. D4; p=0,001). De forma semelhante, observamos também 
um aumento significativo da frequência de linfócitos T CD4+GITR+ no grupo de 
pacientes transfundidos no 4o PO (D1 vs. D4; p=0,007). Após a cirurgia de 
artroplastia de quadril, evidenciamos elevação substancial das citocinas IL-6 (D0 
vs. D1; p<0,001), IL-8 (D0 vs. D1; p<0,001) e IL-10 (D0 vs. D1; p<0,001), 
independente da transfusão sanguínea. Conclusão: Confirmando estudos 
anteriores, a transfusão alogênica de concentrados de hemácias não 
leucorreduzidos levou a linfocitopenia precoce no pós-operatório. No entanto, 
houve um aumento significativo das subpopulações de linfócitos T CD4+CD25-
CD69+ e CD4+GITR+ no 4o PO no grupo de indivíduos transfundidos, 
possivelmente refletindo o efeito da transfusão na indução destas subpopulações 
de linfócitos T CD4+. O aumento dos níveis séricos de IL-6, IL-8 e IL-10 evidencia 
o desbalanço na resposta imune após o trauma cirúrgico. Estudos com coortes 
maiores e ensaios funcionais são necessários para melhor entendimento do papel 
destas subpopulações de linfócitos no cenário cirúrgico e do impacto da 
transfusão alogênica de concentrados de hemácias não leucorreduzidos na 
indução destas células.   
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A transfusão de concentrados de hemácias alogênicas é uma prática 
terapêutica bastante empregada no manejo de pacientes cirúrgicos com o objetivo 
de repor perdas de hemoglobina e manter a oferta de oxigênio aos tecidos (Murphy 
et al., 2001; Vuille-Lessard et al., 2010).  A despeito do considerável aumento da 
segurança transfusional alcançado nos últimos anos, observa-se ainda a ocorrência 
de certos efeitos indesejáveis associados à transfusão de hemocomponentes 
(Alter, Klein, 2008).  Os fenômenos imunomoduladores induzidos pela transfusão 
constituem possíveis causas para alguns destes efeitos deletérios (Vamvakas, 
Blajchman, 2007). 
Os efeitos das transfusões sanguíneas alogênicas sobre o sistema 
imune dos receptores são estudados há aproximadamente quarenta anos 
(Vamvakas, Blajchman, 2007). Atualmente, o crescente conhecimento sobre os 
mecanismos da resposta imune tem permitido melhor caracterização das 
repercussões imunológicas das transfusões sanguíneas. Estes efeitos, que 
compreendem tanto as alterações laboratoriais quanto suas possíveis 
consequências clínicas, são englobados no termo imunomodulação associada à 
transfusão (Vamvakas, Blajchman, 2007).  
A transfusão de concentrados de hemácias alogênicas está associada à 
ocorrência de fenômenos imunológicos como: redução da função dos linfócitos 
natural-killer (NK) e dos macrófagos, inibição das reações de hipersensibilidade 
tardia, diminuição da contagem de linfócitos, alteração da produção de algumas 
citocinas, entre outros (Blajchman, Bordin, 1994; Kirkley, 1999). Embora algumas 
repercussões laboratoriais na função imune do receptor sejam bem documentadas, 
ainda não foram completamente elucidados os mecanismos responsáveis por 
esses efeitos (Vamvakas, Blajchman, 2007) e suas reais consequências clínicas 
(Vamvakas, 2007). 
Os linfócitos T reguladores compreendem uma subpopulação de 
linfócitos T auxiliares (CD4+) que desempenham um importante papel na 
manutenção da tolerância imune e no controle da resposta inflamatória (Sakaguchi 
et al., 2008).  Caracterizam-se fenotipicamente pela co-expressão dos marcadores 
CD4, CD25 e FoxP3 (forkhead box protein 3). Outros marcadores também têm sido 
associados aos linfócitos T reguladores, destacando-se o CTLA-4 (cytotoxic T-
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lymphocyte antigen-4) e o GITR (glucocorticoid-induced tumour-necrosis-factor-
receptor-related protein) (Akbar et al., 2007; Taams et al., 2006).  
Os linfócitos T reguladores podem ser de ocorrência natural ou ser 
induzidos na periferia a partir de linfócitos T auxiliares (CD4+) naive (Sakaguchi et 
al., 2008). O timo é responsável pela produção dos linfócitos T reguladores de 
ocorrência natural. Estas células parecem ter como principal função a proteção 
contra o surgimento de doenças auto-imunes. Após determinados estímulos, 
linfócitos T CD4+ também podem adquirir fenótipo e função imunossupressores, 
auxiliando na manutenção da homeostase imune e no controle de respostas 
inflamatórias excessivas (Sakaguchi et al., 2008).  Estudos in vitro demonstram que 
a transfusão sanguínea alogênica pode induzir linfócitos T reguladores 
(Baumgartner et al., 2009). 
Recentemente, uma nova população de linfócitos T CD4+ com função 
reguladora foi descrita, caracterizando-se pela expressão do marcador CD69. 
Diferentemente da população mais estudada, esta classe de linfócitos T 
reguladores não expressa CD25 (Han et al., 2009). Tradicionalmente, CD69 é 
conhecido como um marcador precoce de ativação dos leucócitos, no entanto, 
novos estudos trazem evidências de sua participação na regulação da resposta 
imune (Cruz-Adalia et al., 2010; Vega-Ramos et al., 2010). 
Até o momento, pouco se sabe sobre o efeito das transfusões 
sanguíneas na indução de linfócitos T reguladores in vivo. Considerando seu 
importante papel no controle da resposta imune, acreditamos que os linfócitos T 
reguladores podem constituir um dos mecanismos implicados nos efeitos 
imunossupressores das transfusões sanguíneas alogênicas nos receptores. A 
caracterização do papel dos linfócitos T reguladores neste cenário pode, portanto, 
contribuir no melhor entendimento da imunomodulação pós-transfusional. 
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1.1 Objetivos 
 
Geral 
 
• Investigar o efeito da transfusão sanguínea alogênica em certos 
parâmetros imunológicos em pacientes submetidos a cirurgia 
ortopédica. 
 
Específicos 
 
• Avaliar a indução de subpopulações de linfócitos T reguladores em 
pacientes submetidos a cirurgia ortopédica, e sua possível associação 
com a transfusão sanguínea. 
 
• Quantificar os níveis de citocinas pró e anti-inflamatórias em pacientes 
submetidos a cirurgia ortopédica, e sua possível associação com a 
transfusão sanguínea. 
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2.1 Imunomodulação associada à transfusão 
O termo imunomodulação associada à transfusão abrange as 
alterações laboratoriais observadas na resposta imune do receptor após a 
transfusão sanguínea, e os possíveis efeitos clínicos resultantes destas 
alterações (Vamvakas, Blajchman, 2007).  
Os linfócitos T CD4+ (auxiliares) desempenham um papel 
extremamente importante na resposta imune. Baseado no perfil de citocinas 
produzidas após estímulo, são descritos dois tipos principais de resposta, com 
funções imunes distintas: as respostas Th1 e Th2. Os linfócitos Th1 promovem 
imunidade celular, principalmente anti-tumor. Caracterizam-se pela produção de 
citocinas pró-inflamatórias, como interleucina-2 (IL-2), interferon-gama (IFN-γ) e 
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α). Já os linfócitos Th2 produzem 
principalmente as citocinas anti-inflamatórias: interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 
(IL-5) e interleucina-10 (IL-10), desempenhando função na imunidade humoral e 
alergia (Blajchman, Bordin, 1994). Recentemente, uma nova subpopulação de 
linfócitos T CD4+ efetores foi descrita: os linfócitos Th17, caracterizados pela 
produção de interleucina-17A (IL-17A), interleucina-17F (IL-17F), interleucina-21 
(IL-21) e interleucina-22 (IL-22). A ação de suas citocinas ajuda a promover 
imunidade contra patógenos específicos, além de induzir auto-imunidade e 
inflamação tecidual (Bettelli et al., 2008; Gaffen, 2009). 
A resposta Th2 inibe diversas funções relacionadas às citocinas Th1, 
estando associada a um efeito imunossupressor. A transfusão sanguínea 
alogênica parece direcionar o sistema imune para uma resposta do tipo Th2, 
contribuindo para a supressão da imunidade celular nos receptores (Leal-Noval et 
al., 2010). 
Diversas alterações imunológicas já foram observadas após a 
transfusão sanguínea alogênica, entre elas: decréscimo da razão linfócitos T 
CD4+/linfócitos T CD8+, redução da resposta dos linfócitos a mitógenos, 
diminuição da função das células NK, prejuízo nas reações de hipersensibilidade 
tardia, apresentação de antígenos deficiente, menor produção de interleucina-2 
(IL-2) e interferon-gama (IFN-γ), redução da função fagocítica de monócitos e 
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macrófagos e ativação de linfócitos B (Blajchman, Bordin, 1994; Vamvakas, 
Blajchman, 2007).  
Esse conjunto de alterações imunológicas com características 
imunossupressoras pode estar associado a repercussões clínicas nos pacientes 
transfundidos (Vamvakas, Blajchman, 2007). 
Evidências do efeito imunossupressor das transfusões sanguíneas 
alogênicas são observadas há aproximadamente quatro décadas. Opelz et al. 
(1973) observaram que pacientes transplantados apresentavam maior sobrevida 
do enxerto renal quando submetidos a transfusões de concentrados de hemácias 
alogênicas previamente ao transplante.  Estudos observacionais também indicam 
outros possíveis efeitos benéficos da transfusão alogênica associados a seu 
poder imunossupressor, como a redução dos riscos de recorrência da doença de 
Crohn e de abortamentos espontâneos recorrentes (Vamvakas, Blajchman, 2007). 
Nestes cenários, a transfusão contribuiria na indução de tolerância imunológica 
(Kao, 2000). 
Entretanto, considerando outros grupos de pacientes, os efeitos 
imunossupressores associados à transfusão de concentrados de hemácias 
alogênicas podem trazer efeitos clínicos indesejáveis. Pacientes oncológicos 
submetidos a transfusões alogênicas no período perioperatório poderiam 
apresentar prejuízo da resposta imune anti-tumor, favorecendo o crescimento 
tumoral. Experimentos utilizando modelos animais demonstram que a transfusão 
de sangue alogênico pode acelerar o crescimento tumoral (Bordin et al., 1994). 
Diversos estudos observacionais sugerem uma associação entre a transfusão 
alogênica e o aumento do risco de recorrência de câncer (Acheson et al., 2012). 
A maior ocorrência de infecções bacterianas no pós-operatório é outro 
efeito clínico adverso apontado como possível consequência da imunossupressão 
associada à transfusão sanguínea alogênica. Esta associação é avaliada em 
variados estudos envolvendo pacientes submetidos a cirurgias oncológicas, 
ortopédicas e cardiovasculares, apresentando resultados controversos (Carson et 
al., 1999; Vamvakas, 2002). 
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Os mecanismos responsáveis pela imunotolerância e imunossupressão 
induzidas pela transfusão sanguínea ainda não foram completamente elucidados, 
embora variadas hipóteses sejam sugeridas (Kao, 2000) (Quadro1). 
 
Quadro 1. Potenciais mecanismos dos efeitos imunomoduladores associados à 
transfusão (Kao, 2000). 
1. Deleção clonal 
2. Indução de anergia 
3. Indução de células supressoras 
4. Produção de anticorpos anti-idiotípicos 
5. Supressão da atividade de células NK 
6. Polarização da resposta de citocinas 
7. Microquimerismo misto 
8. Produção de modificadores da resposta biológica 
 
Os resultados da maioria dos estudos experimentais apontam a 
deleção clonal, a indução de anergia e a imunossupressão como principais 
mecanismos responsáveis pelos efeitos imunomoduladores associados à 
transfusão sanguínea (Vamvakas, Blajchman, 2007). A inativação e remoção de 
linhagens específicas de células imunes, como os linfócitos T citotóxicos, 
caracterizam a deleção clonal. A transfusão alogênica também poderia produzir 
um estado de não-responsividade das células imunes efetoras aos estímulos 
antigênicos, caracterizando a anergia. A supressão da resposta imune poderia 
ainda ser induzida pelo desenvolvimento de células supressoras, as quais podem 
inibir as células efetoras por meio de mecanismos celulares ou da liberação de 
citocinas anti-inflamatórias (Kao, 2000; Kirkley, 1999). Este último mecanismo 
seria o meio utilizado pelos linfócitos T reguladores para desempenhar sua ação 
imunossupressora (Sojka et al., 2008).  
Os elementos presentes nos concentrados de hemácias que seriam 
responsáveis por seus efeitos imunomoduladores ainda não são inteiramente 
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conhecidos. Sugerem-se, entretanto, como possíveis mediadores de tais efeitos: 
leucócitos alogênicos; peptídeos solúveis da molécula HLA (Human Leukocyte 
Antigen) classe I circulantes no plasma; e modificadores da resposta biológica 
liberados durante o armazenamento dos hemocomponentes (Vamvakas, 
Blajchman, 2007). 
Em modelos animais, os leucócitos alogênicos presentes no sangue 
transfundido são implicados como fatores promotores do crescimento tumoral 
(Bordin et al., 1994).  Considerando os leucócitos alogênicos imunologicamente 
ativos como mediadores da imunomodulação, a transfusão autóloga ou a 
leucorredução do hemocomponente seriam estratégias eficazes na prevenção 
desses efeitos. No entanto, dados provenientes de estudos randomizados e 
metanálises de estudos observacionais não demonstram redução no risco de 
ocorrência de efeitos deletérios nos pacientes submetidos a transfusões de 
sangue leucorreduzido (Collier et al., 2001; Vamvakas, 2004). Desta forma, até o 
momento não há evidências suficientes que justifiquem a leucorredução dos 
concentrados de hemácias como medida eficaz na prevenção dos efeitos 
imunomoduladores associados à transfusão. 
As moléculas HLA solúveis presentes no plasma também são 
consideradas possíveis mediadores dos efeitos imunomoduladores transfusionais, 
uma vez que parecem estar implicadas na indução de imunossupressão 
(Vamvakas, Blajchman, 2007).  
Durante o período de armazenamento, os leucócitos presentes nos 
concentrados de hemácias liberam diversos mediadores solúveis que se 
acumulam ao longo do tempo (Tinmouth et al., 2006). Algumas dessas 
substâncias parecem contribuir para a alteração da resposta imune do receptor, 
configurando igualmente como possíveis mediadores dos efeitos 
imunomoduladores associados à transfusão (Vamvakas, Blajchman, 2007). 
 
2.2 Linfócitos T reguladores 
A resposta imune é mediada principalmente pelos linfócitos T e B e tem 
como principal função proteger o organismo de antígenos estranhos. Para tanto, o 
sistema imunológico necessita de mecanismos que o capacitem a reconhecer 
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antígenos próprios e a controlar a resposta imune, de forma que não seja 
prejudicial ao indivíduo (Sakaguchi et al., 2007). 
A manutenção da auto-tolerância e da homeostase imune pode ser 
alcançada por meio de  mecanismos “recessivos” e “dominantes”. Entre os 
mecanismos recessivos, destacam-se a deleção clonal e a indução de anergia. 
Linfócitos auto-reativos sofrem apoptose ou são inativados em etapas precoces 
do seu desenvolvimento. Aqueles capazes de escapar desta primeira barreira, 
podem ser inativados funcionalmente em estágios posteriores, após exposição a 
auto-antígenos, tornando-se anérgicos. No mecanismo dominante, certos 
linfócitos T exercem ativa supressão sobre a ativação e a expansão de células 
auto-reativas ou excessivamente reativas. São os chamados linfócitos 
supressores (Sakaguchi et al., 2008).      
A existência de linfócitos T que controlam a resposta imune é 
reconhecida há mais de quarenta anos e gerou vários estudos em diversos 
campos da imunologia. Inicialmente, estas células foram caracterizadas pela 
expressão do marcador de superfície CD8. Entretanto, a dificuldade na 
caracterização destas células, a falta de marcadores específicos que 
diferenciassem a população de linfócitos supressores dos linfócitos efetores, além 
da escassez de ferramentas para investigações moleculares e funcionais na 
época fizeram com que o conceito de linfócitos supressores fosse questionado  e 
praticamente abandonado no final da década de 80  (Sakaguchi et al., 2007).     
Em 1995, Sakaguchi et al. identificaram uma nova subpopulação de 
linfócitos T supressores caracterizados pela co-expressão dos marcadores de 
superfície CD4 e CD25. Os autores utilizaram um modelo animal murino, 
realizando inoculação de suspensões celulares CD4+, depletadas de células 
CD25+, em camundongos singênicos com imunodeficiência T. Os animais 
inoculados desenvolveram diversas doenças auto-imunes, assim como resposta 
imune exacerbada a antígenos estranhos. A reconstituição de células CD4+CD25+ 
normalizou estas respostas. Os resultados deste estudo permitiram a 
caracterização de uma população específica de linfócitos T com atividade 
supressora, chamadas então de linfócitos T reguladores (Sakaguchi et al., 1995). 
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Os linfócitos T reguladores CD4+CD25+ foram posteriormente 
identificados em humanos, e similarmente ao observado nos camundongos, 
também demonstram função imunossupressora (Ng et al., 2001; Taams et al., 
2002). Observa-se que as células T CD4+ com maior expressão de CD25 também 
apresentam maior atividade supressora. Desta forma, esta população de células é 
atualmente caracterizada pelo fenótipo CD4+CD25high (Baecher-Allan et al., 2001). 
A molécula CD25 é um dos componentes do receptor da interleucina-2 
(IL-2R). Além de atuar como marcador dos linfócitos T reguladores, desempenha 
importante papel na função e manutenção desta população de células (Setoguchi 
et al., 2005), uma vez que o desenvolvimento, sobrevida e função  dos linfócitos T 
reguladores parece ser dependente da interleucina-2 (IL-2) (Sakaguchi et al., 
2008). 
A associação do fator de transcrição FoxP3 (forkhead box 3) aos 
linfócitos T reguladores foi evidenciada após a descoberta de que mutações em 
seu gene são responsáveis pelo desenvolvimento de doenças auto-imunes em 
camundongos e humanos. A mutação do gene FoxP3 em humanos causa a 
síndrome IPEX (desregulação imune, poliendocrinopatia, enteropatia e herança 
ligada ao X), caracterizada por doenças auto-imunes em órgãos endócrinos, 
doença inflamatória intestinal e alergia severa (Sakaguchi et al., 2010). 
A semelhança do quadro clínico na síndrome IPEX com os fenômenos 
auto-imunes induzidos após depleção de linfócitos T CD4+CD25+ em modelos 
animais levou à investigação do papel do FoxP3 na função dos linfócitos T 
reguladores (Sakaguchi et al., 2007).  
A expressão de FoxP3 é capaz de conferir fenótipo supressor a células 
T convencionais, além de ser necessária para a manutenção da função 
imunossupressora nos linfócitos T reguladores (Fontenot et al., 2003).  
Outros marcadores comumente associados aos linfócitos T reguladores 
são: o CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen-4), também conhecido como 
CD152, e o GITR (glucocorticoid-induced tumour-necrosis-factor-receptor-related 
protein) (Akbar et al., 2007). 
A proteína CTLA-4 é encontrada nos linfócitos T, sendo importante na 
manutenção da tolerância e homeostase imunes. Sua expressão não está 
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limitada aos linfócitos T reguladores, podendo ser encontrada em linfócitos T 
CD4+ convencionais após ativação, conferindo a essas células função supressora 
(Tai et al., 2012). Estudos em camundongos demonstram que o CTLA-4 é 
necessário para a prevenção de doenças auto-imunes in vivo (Jain et al., 2010).  
O GITR é considerado um marcador dos linfócitos T reguladores em 
virtude de sua alta expressão nesta população de células supressoras, embora 
também não esteja restrito a elas. Após ativação, GITR pode ser expresso em 
linfócitos T auxiliares e citotóxicos. No entanto, seu papel no controle da resposta 
imune permanece controverso (Nocentini et al., 2005). 
Os linfócitos T reguladores CD4+CD25highFoxP3+ podem ser divididos 
em duas populações: os de ocorrência natural, originados no timo, após contato 
com auto-antígenos e aqueles induzidos na periferia após determinados estímulos 
(Akbar et al., 2007; Sakaguchi et al., 2008).  Estudos in vitro demonstram que 
linfócitos T humanos CD4+CD25- podem adquirir fenótipo supressor, com 
expressão de CD25 e FoxP3, após estímulo antigênico na presença de 
determinadas citocinas, como interferon-gama (IFN-γ), fator de crescimento 
tumoral-beta (TGF-β) e interleucina-4 (IL-4). As duas populações são muito 
semelhantes tanto no fenótipo como na função supressora (Akbar et al., 2007). 
Apesar de altamente efetivos na regulação da homeostase imune, os 
linfócitos T reguladores FoxP3+ representam apenas 1 a 4% dos linfócitos T CD4+ 
circulantes em adultos jovens e 0,5 a 1,5% em idosos (Sakaguchi et al., 2010). 
Atualmente são propostos diversos mecanismos utilizados pelos 
linfócitos T reguladores para desempenhar sua função imunossupressora, entre 
eles: secreção de citocinas imunossupressoras, como IL-10 e TGF-β; morte 
celular dependente de contato célula-célula; e modulação da função da célula 
apresentadora de antígeno, mecanismo em que o CTLA-4  parece desempenhar 
um papel crítico. A variedade de mecanismos já descritos aponta para um sistema 
de regulação com múltiplas vertentes, podendo atuar em diferentes estágios de 
ativação da célula efetora (Sojka et al., 2008; Vignali, 2008; Sakaguchi et al., 
2008).  
Observam-se alterações quantitativas e qualitativas nos linfócitos T 
reguladores em variados cenários clínicos em que a regulação imune exerce um 
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papel decisivo. Pacientes com doenças auto-imunes, como artrite reumatoide e 
esclerose múltipla, apresentam alteração da função das células T reguladoras 
(Costantino et al., 2008). Estas células estão aumentadas no sangue periférico e 
no ambiente tumoral de pacientes com câncer, como linfoma de Hodgkin, câncer 
de ovário, entre outros (Danese, Rutella, 2007). A presença dos linfócitos T 
reguladores no ambiente tumoral parece estar associada à piora do prognóstico 
nestes pacientes (de Jong et al., 2009).  
Recentemente, uma nova população de linfócitos T reguladores CD4+ 
foi descrita, caracterizando-se pela expressão do marcador CD69 (Han et al., 
2009). Classicamente reconhecido como um marcador precoce de ativação dos 
leucócitos, o CD69 atua na ativação de linfócitos T e NK (Santis et al., 1992). 
Entretanto, novos estudos sugerem que o CD69 tenha função reguladora na 
resposta imune celular. Cruz-Adalia et al. demonstraram que camundongos 
transgênicos CD69-deficientes apresentam resposta inflamatória exacerbada em 
modelo experimental de miocardite auto-imune (Cruz-Adalia et al., 2010). Vega-
Ramos et al. relatam resultados semelhantes em camundongos infectados com 
Listeria monocytogenes, sugerindo um papel do CD69 na prevenção da 
imunopatologia induzida pela infecção (Vega-Ramos et al., 2010). 
Utilizando um modelo animal, Han et al. demonstraram que 
camundongos inoculados com linhagens celulares tumorais apresentavam 
aumento da população de linfócitos T CD4+CD69+ paralelamente à progressão do 
tumor. Diferentemente dos linfócitos T reguladores FoxP3+, esta população não 
expressa CD25. Os autores observaram que os linfócitos T CD4+CD25-CD69+ 
podem suprimir a proliferação de células T CD4+ por meio de contato célula-
célula, via TGF-β ligado à membrana celular, trazendo novas evidências da 
função reguladora do marcador CD69 (Han et al., 2009).  
Esta população de células vem sendo estudada em alguns cenários 
clínicos. O aumento da frequência de  linfócitos T reguladores CD4+CD25-CD69+ 
em pacientes submetidos a transplantes alogênicos está associado a menor risco 
de Doença do Enxerto-Contra-Hospedeiro aguda (Lu et al., 2012).  Pacientes com 
carcinoma hepatocelular apresentam maior frequência de linfócitos T CD4+CD25-
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CD69+ em relação a pacientes com hepatite crônica e indivíduos controle, e este 
aumento está associado à progressão tumoral (Zhu et al., 2011). 
A transfusão de hemácias alogênicas pode induzir linfócitos T 
reguladores in vitro. Em seu experimento, Baumgartner et al. realizaram 
incubação do sobrenadante de hemácias alogênicas com células mononucleares 
de sangue periférico humanas estimuladas e observaram aumento da 
porcentagem de linfócitos T reguladores FoxP3+. Esta indução não foi 
influenciada pelo tempo de armazenamento ou leucorredução do 
hemocomponente (Baumgartner et al., 2009).  
A indução de linfócitos T reguladores pode, desta forma, representar 
um dos mecanismos responsáveis pelos efeitos imunossupressores associados à 
transfusão sanguínea, contribuindo para a ocorrência de efeitos deletérios pós-
transfusionais. 
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Foram recrutados para o estudo, prospectivamente, trinta e cinco 
pacientes internados no Hospital São Paulo para realização de artroplastia total 
de quadril, entre maio de 2010 e junho de 2012. Os pacientes eram 
acompanhados no ambulatório de Quadril do Departamento de Ortopedia e 
Traumatologia da Universidade Federal de São Paulo. 
Foram incluídos somente pacientes com idade igual ou superior a 18 
anos, sem diagnóstico de doenças malignas e sem necessidade de transfusão 
sanguínea no período pré-operatório. Os dados clínicos foram obtidos por meio 
de entrevista com os pacientes na véspera da cirurgia, assim como da análise do 
prontuário durante a internação (Anexo 1).  
As amostras de sangue dos pacientes que concordaram com a 
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2) foram 
coletadas em três momentos: no pré-operatório (nas 24 horas que antecedem a 
cirurgia – D0), e nas manhãs do 1º dia pós-operatório (D1) e do 4º dia pós-
operatório (D4). Não foi possível coletar amostra do 4º pós-operatório de 1 
paciente. Em outro caso, só dispusemos de amostra de soro do 4º pós-operatório.  
Nos 35 pacientes avaliados, a idade mediana foi de 52 anos, variando 
de 31 a 80 anos. Destes, 60% eram do gênero masculino e 40% do gênero 
feminino. O diagnóstico mais frequente foi o de osteoartrose, encontrado em 
68,6% dos casos, seguido de osteonecrose em 20%, e fratura, presente em 8,6% 
dos pacientes. Apenas um paciente apresentava diagnóstico de displasia 
epifisária múltipla, representando 2,8% da população estudada. Em 45,7% dos 
casos, encontramos o tipo sanguíneo O positivo, seguido do tipo A positivo, em 
31,4% dos pacientes. Oito pacientes (22,8%) utilizavam algum tipo de medicação 
imunossupressora: azatioprina, metotrexate, ciclosporina, micofenolato de 
mofetila, prednisona, infliximabe e/ou etanercept. O uso de tais medicações era 
justificado pelos diagnósticos prévios de artrite reumatoide (3 pacientes), 
espondilite anquilosante (2 pacientes), lúpus eritematoso sistêmico (1 paciente), 
asma grave (1 paciente) e pós-transplante renal (1 paciente). Em relação ao tipo 
de cirurgia, 54,3% dos pacientes foram submetidos a artroplastia total de quadril 
primária, enquanto a revisão de prótese de quadril foi realizada em 45,7% dos 
casos (Tabela 1). 
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Dezoito pacientes receberam transfusão sanguínea alogênica no 
período perioperatório, compreendendo 51,4% da população estudada. Destes, 
66,7% (12/18) foram transfundidos com concentrados de hemácias com tempo de 
armazenamento de até 15 dias. Os demais pacientes (6/18) receberam apenas 
hemocomponentes com mais de 18 dias de estoque. A mediana do número de 
unidades transfundidas encontrada foi 2, variando de 1 a 6 unidades de 
concentrados de hemácias. 
 Em média, a cirurgia durou 183,1 ± 59,1 minutos. O tempo médio de 
internação foi de 9,1 ± 3,8 dias, ocorrendo alta hospitalar em 97,1% dos casos. 
Um paciente (2,9%) teve como evolução óbito no 17º dia pós-operatório, em 
decorrência de sepse de foco urinário. 
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Tabela 1. Dados clínicos dos 35 pacientes submetidos a artroplastia total do quadril 
avaliados no estudo. 
Variáveis Número de casos % 
Idade (anos) mediana: 52 (31-80)    
<52 17 48,6 
≥52 18 51,4 
Gênero   
Masculino 21 60 
Feminino 14 40 
Diagnóstico   
Osteoartrose 24 68,6 
Osteonecrose 07 20 
Fratura 
Displasia Epifisária Múltipla 
03 
01 
8,6 
2,8 
Comorbidades   
Hipertensão arterial 17 48,6 
Diabetes 
Hábitos de vida 
02 5,7 
Tabagismo 10 28,6 
Etilismo 02 5,7 
Tipo sanguíneo   
O positivo 16 45,7 
A positivo 11 31,4 
B positivo 05 14,3 
O negativo 03 8,6 
Imunossupressão*   
Sim 8 22,9 
Não 
Tipo de cirurgia 
Artroplastia primária 
Revisão de prótese 
Transfusão 
Sim 
Não 
27 
 
19 
16 
 
18 
17 
77,1 
 
54,3 
45,7 
 
51,4 
48,6 
Total 35 100,0 
*Uso de azatioprina, metotrexate, ciclosporina, micofenolato de mofetila, prednisona, infliximabe 
e/ou etanercept 
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4.1 Amostras de sangue periférico 
Amostras de sangue periférico foram coletadas nos períodos pré-
operatório, 1º pós-operatório e 4º pós-operatório, totalizando um volume de 20mL 
por coleta. Aproximadamente 15mL da amostra foi coletada em tubos contendo o 
anticoagulante ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). A amostra 
anticoagulada foi utilizada para realização do hemograma (Cell Dyn 3700, 
Abbott®, IL, EUA) e separação de células mononucleares que foram congeladas 
para posterior avaliação das subpopulações de linfócitos por citometria de fluxo. O 
hemograma foi realizado para obtenção da contagem absoluta de linfócitos. O 
volume restante foi coletado em tubo sem adição de anticoagulantes. O soro 
obtido após centrifugação da amostra a 3000 rotações por minuto (rpm) durante 3 
minutos foi separado em alíquotas de 500µL e posteriormente armazenado em 
freezer a temperatura de 80ºC negativos. 
 
4.2 Separação de células mononucleares de sangue periférico 
Após a coleta de sangue total em solução anticoagulante, a separação 
das células mononucleares foi realizada utilizando método de centrifugação em 
gradiente de densidade. Aproximadamente 5 a 7mL da amostra homogeneizada 
foram adicionados a um tubo cônico contendo 3mL da solução Ficoll-Paque (GE 
Healthcare, Uppsala, Suécia), com densidade de 1077, e posteriormente 
submetida a centrifugação a temperatura ambiente a uma velocidade de 1700rpm 
durante 30 minutos,  permitindo que as hemácias e granulócitos atravessassem o 
gradiente, depositando-se no fundo do tubo. Na interface entre a solução de 
Ficoll-Paque e o plasma foi formada então a camada de células mononucleares, 
possibilitando sua retirada com auxílio de uma pipeta. As suspensões celulares 
foram submetidas a três lavagens com solução salina tamponada (PBS) (Gibco, 
Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), sendo centrifugadas a 1800rpm durante 5 
minutos. Após a terceira lavagem, as células mononucleares foram ressuspensas 
em meio de congelamento contendo 90% de soro fetal bovino (Cultilab LTDA, 
Campinas, São Paulo, Brasil) e 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) (LGG 
Biotecnologia, São Paulo, Brasil) e transferidas para freezer a 20ºC negativos nas 
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primeiras 24h, sendo posteriormente armazenadas em freezer a 80ºC negativos 
até o descongelamento.  
 
4.3 Preparação das células mononucleares 
As amostras de células mononucleares de sangue periférico utilizadas 
para realização da citometria de fluxo foram descongeladas em banho-maria a 
37ºC. As células foram lavadas duas vezes com solução PBS acrescida de 1% de 
soro fetal bovino e centrifugadas a 1300rpm durante 5 minutos. Previamente à 
marcação com os anticorpos monoclonais utilizados para a citometria de fluxo, 
realizamos avaliação da viabilidade da amostra descongelada utilizando o corante 
azul de Trypan (Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), e contagem das 
células em câmara de Neubauer, ajustando-se a concentração em 10 milhões de 
células por mL. Todas as amostras apresentaram viabilidade acima de 80%.  
 
4.4 Citometria de fluxo 
Para cada amostra coletada foram analisadas as subpopulações de 
linfócitos T CD4+CD25highFoxP3+, CD4+GITR+, CD4+CTLA-4+,  CD4+CD25-CD69+ 
por citometria de fluxo. 
Os seguintes anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos foram 
utilizados na quantificação das subpopulações de linfócitos T: CD4 FITC anti-
humano (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), CD25 APC anti-humano (BD 
Biosciences, San Jose, CA, EUA), CD69 PE-Cy5 anti-humano (BD Biosciences, 
San Jose, CA, EUA), FoxP3 PE anti-humano (BD Biosciences, San Jose, CA, 
EUA), CD152 (CTLA-4) PE anti-humano (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e 
GITR PE anti-humano (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Os marcadores 
FoxP3 e CTLA-4 são intracelulares, enquanto os demais  marcadores são 
expressos na superfície celular. Os anticorpos utilizados estão sumarizados no 
Quadro 2. 
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Quadro 2. Anticorpos monoclonais utilizados no estudo. 
Anticorpo Flurorocromo Clone Fabricante 
CD4 anti-humano FITC RPA-T4 BD Biosciences 
CD25 anti-humano APC M-A251 BD Biosciences 
CD69 anti-humano PE-Cy5 FB50 BD Biosciences 
FoxP3 anti-humano PE 259D/C7 BD Biosciences 
CD152(CTLA-4) anti-humano PE BNI3 BD Biosciences 
GITR anti-humano PE 110416 R&D Systems 
 
A identificação e quantificação das subpopulações de linfócitos foi 
realizada utilizando células mononucleares de sangue periférico, conforme 
descrito acima.  
Após avaliação de viabilidade, 100 µL da amostra descongelada foram 
depositados nos tubos designados para o experimento, seguido da adição de  
50µL de soro AB e de 5µL dos anticorpos de superfície anti-CD4, anti-CD25, anti-
CD69 e anti-GITR. Após homogeneização, os tubos contendo as células 
mononucleares e os anticorpos monoclonais foram então incubados a 
temperatura ambiente por 15 minutos no escuro, seguido de lavagem com 2 mL 
de solução salina tamponada (PBS), com centrifugação a 1800rpm por 5 minutos. 
As células foram então ressuspensas em 500µL de paraformaldeído a 1%. 
Para adequada marcação com os anticorpos anti-FoxP3 e anti-CTLA-4 
foi realizada etapa de permeabilização celular. Neste caso, após incubação da 
amostra com os anticorpos de superfície, 250µL de solução permeabilizante (kit 
Fix/Perm) (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) foram adicionados, seguido de 
nova incubação por 30 minutos. Após esse período, realizou-se lavagem com 
2mL de solução de lavagem fornecida pelo fabricante (kit Fix/Perm) (BD 
Biosciences, San Jose, CA, EUA). Concluída a etapa de permeabilização celular, 
5µL dos anticorpos monoclonais anti-FoxP3 e anti-CTLA-4  foram adicionados à 
amostra e incubados durante 30 minutos no escuro a temperatura ambiente. As 
células foram então ressuspensas em paraformaldeído a 1% após lavagem com 
solução salina tamponada (PBS).  
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Após a marcação com os anticorpos monoclonais, as amostras foram 
armazenadas a temperatura de 2 a 6ºC pelo tempo máximo de 24 horas, até 
realização da aquisição no citômetro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson 
Immunocytometry System, San Jose, CA, EUA). O software FlowJo (Tree Star, 
San Carlo, CA, EUA) foi utilizado para análise dos resultados. 
A diferenciação da população de linfócitos foi feita com base em suas 
características de tamanho e complexidade, sendo analisados 100000 eventos. 
As populações de linfócitos T CD4+CD25highFoxP3+,  CD4+GITR+, CD4+CTLA-4+,  
CD4+CD25-CD69+ foram definidas baseando-se respectivamente na porcentagem 
de linfócitos FoxP3+ dentre os linfócitos CD4+CD25high (Figura 1), na porcentagem 
de linfócitos GITR+ e CTLA-4+ dentre os linfócitos CD4+, e no percentual de 
linfócitos CD69+ dentre as células CD4+CD25-. 
As voltagens de fluorescência foram determinadas utilizando células 
não marcadas de cada amostra.  
 
 
Figura 1. Estratégia de análise utilizada na identificação da subpopulação de linfócitos T 
CD4+CD25highFoxP3+ por citometria de fluxo. A - Os linfócitos foram inicialmente definidos 
com base em suas características de tamanho e complexidade; B - as células CD4+ com 
alta expressão de CD25 (CD25high) foram identificadas; C – a expressão de FoxP3 foi 
avaliada nessa população de linfócitos T CD4+. 
 
4.5 Dosagem de citocinas no soro 
Realizamos dosagem sérica das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-2, 
IL-6, IL-8, IL-17A, TNF-α e IFN-γ, e das citocinas com perfil anti-inflamatório IL-4, 
IL-5, IL-10, TNF-α e TGF-β utilizando um sistema de imunoensaio multiplex. As 
citocinas séricas foram dosadas utilizando a plataforma Luminex MAP® (Austin, 
TX, EUA), que se baseia na combinação da tecnologia de citometria de fluxo, uso 
        A                                                    B                                                      C                           
C 
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de microesferas de poliestireno marcadas com fluoroforos (beads), lasers óticos e 
processamento do sinal digital, permitindo a medição de até 100 analitos 
simultaneamente, em uma única amostra.  
As amostras de soro armazenadas a temperatura de 80ºC negativos 
foram descongeladas em recipiente contendo gelo e homogeneizadas utilizando 
vortex. Posteriormente, as amostras foram submetidas a centrifugação durante 1 
minuto a 3000rpm para remoção de partículas. 
Para dosagem das citocinas IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
17A, TNF-α e IFN-γ utilizamos kit Milliplex® map (Millipore, Billerica, MA, EUA).  
A dosagem sérica de TGF-β foi realizada utilizando kit FIDISTM 
multispecies TGF-β1 (Biomedical Diagnostics, França), sendo recomendado pelo 
fabricante tratamento prévio da amostra, o que impossibilita sua medição 
associada aos outros analitos. Para 100µL de amostra, adicionamos 50µL de HCl 
(ácido clorídrico) 1,0 mol/L, seguido de incubação durante 10 minutos. A seguir, a 
amostra acidificada foi neutralizada com a adição de 50µL de NaOH (hidróxido de 
sódio) 1,2 mol/L.  
Em uma placa de 96 poços contendo um filtro no seu fundo, foram 
depositadas as amostras para análise, assim como diluições seriadas de solução 
fornecida pelo fabricante, com concentração conhecida das citocinas a serem 
analisadas, para construção da curva-padrão. Microesferas conjugadas a 
anticorpos de captura específicos para cada analito foram adicionadas à placa, 
seguido de incubação durante 1 a 2  horas, dependendo do kit utilizado, sob 
agitação constante e protegido da luz. Durante a primeira incubação, os analitos 
se ligam aos anticorpos de captura nas microesferas. Posteriormente, foram 
realizadas duas lavagens da placa, com solução fornecida pelo fabricante, 
utilizando aspiração a vácuo para retirada da solução.   
Em seguida, foram adicionados os anticorpos de detecção biotinilados 
e a placa foi novamente incubada sob agitação, no escuro, durante 30 a 60 
minutos, segundo orientações do fabricante. Nesta etapa, os anticorpos de 
detecção reconhecem seus epítopos e se ligam aos analitos imobilizados.  
Após nova lavagem para remoção do excesso de anticorpos não-
ligados, a estreptavidina conjugada à proteína fluorescente R-ficoeritrina 
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(estreptavidina-RPE) foi acrescentada à placa e incubada durante 30 minutos nas 
condições previamente descritas. Durante a etapa final de incubação, 
estreptavidina-RPE se liga aos anticorpos de detecção associados aos 
imunocomplexos, formando um complexo quaternário. O excesso de 
estreptavidina-RPE não ligado foi removido após lavagem, seguida de aspiração 
a vácuo.  
A análise foi realizada utilizando o software Luminex® 100TM IS, versão 
2.3. Baseando-se nas propriedades espectrais das beads e na intensidade de 
fluorescência da estreptavidina-RPE, a concentração das citocinas pôde ser 
determinada. 
As amostras foram avaliadas em duplicata e os resultados foram 
determinados pela média dos valores séricos obtidos nas duplicatas. Para fins 
estatísticos, nas amostras com valores abaixo do nível de detecção, 
consideramos o limite de sensibilidade do teste informado pelo fabricante. Foram 
necessárias três placas do kit Milliplex® map e duas placas para dosagem de 
TGF-β1. O nível sérico de TGF-β1 foi determinado em apenas 26 pacientes, dos 
quais 15 foram transfundidos. Utilizamos os mesmos lotes de cada kit em todas 
as placas. 
 
4.6 Hemocomponentes 
Os concentrados de hemácias alogênicas utilizados nas transfusões 
foram preparados após centrifugação de sangue total coletado de doadores 
voluntários em bolsas triplas (Terumo, Tóquio, Japão), e armazenados a 
temperaturas de 2 a 6º Celsius na solução conservante CPDA-1 (citrato-fosfato-
dextrose-adenina), com tempo máximo de armazenamento de 35 dias. Os 
hemocomponentes não foram leucorreduzidos ou irradiados. 
 
4.7 Análise estatística 
Os dados foram digitados no programa Excel e posteriormente 
exportados para o programa SPSS V. 18.0 para análise estatística. As variáveis 
categóricas foram descritas por frequências e percentuais. As variáveis 
quantitativas com distribuição simétrica foram descritas pela média e desvio-
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padrão, e as com distribuição assimétrica pela mediana e intervalo interquartil 
(percentil 25 – percentil 75) ou mínimo e máximo.  
As variáveis categóricas foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado 
ou teste exato de Fischer. As variáveis quantitativas com distribuição simétrica 
foram comparadas entre os tempos de coleta pelo teste t de Student para 
amostras pareadas, e entre grupos, pelo teste t de Student para amostras 
independentes. As variáveis com distribuição assimétrica foram comparadas entre 
os tempos de coleta pelo teste de Wilcoxon, e entre grupos, pelo teste de Mann-
Whitney. Um nível de significância de 5% foi utilizado para as comparações 
estabelecidas, sendo considerados significantes os testes com nível descritivo 
(valor de p) menor de 0,05.  A correção de Bonferroni foi utilizada para aceder à 
significância nas comparações entre os tempos de coleta, considerando três 
comparações simultâneas. Neste caso, para julgar significativa uma diferença, o 
valor de p deve ser inferior a 0,017.  
 
4.8 Aspectos éticos 
O presente estudo foi aprovado em 23 de outubro de 2009 pelo Comitê 
de Ética em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de São Paulo/Hospital São 
Paulo como projeto de tese de doutorado (CEP 1339/09) (Anexo 3). Todos os 
pacientes concordaram em participar do estudo e assinaram o termo de 
consentimento livre e esclarecido (TCLE) aprovado pelo CEP (Anexo 2) na 
véspera do procedimento cirúrgico.  
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5.1 Comparação das características clínicas entre pacientes transfundidos e     
não transfundidos 
Dos 35 pacientes incluídos no estudo, 18 receberam transfusão de 
concentrado de hemácias alogênicas não-leucorreduzido no período 
perioperatório da cirurgia de artroplastia total do quadril, compreendendo 51,4% 
da população estudada. Não observamos diferenças significativas relacionadas 
às características clínicas e epidemiológicas entre os indivíduos transfundidos e 
não transfundidos, com exceção do tempo de cirurgia, que foi mais longo no 
grupo de pacientes transfundidos. O único óbito observado no pós-operatório 
ocorreu em paciente que pertencia ao grupo dos transfundidos, tendo como causa 
sepse de foco urinário. A análise comparativa destas variáveis entre os dois 
grupos está sumarizada na Tabela 2.  
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Tabela 2.  Análise comparativa das características clínicas e demográficas entre 
pacientes transfundidos e não transfundidos. 
Variáveis Transfundidos  Não transfundidos  Valor p 
Idade (anos) 55,7±13 52,4±12,2 0,443 
Gênero: n (%) 
Masculino 
Feminino 
 
13 (72,2) 
5 (27,8) 
 
8 (47,1) 
9 (52,9) 
0,241 
Diagnóstico: n (%) 
Osteoartrose 
Osteonecrose 
Fratura 
Displasia epifisária múltipla 
 
13  (72,2) 
3 (16,7) 
2 (11,1) 
- 
 
11 (64,7) 
4 (23,5) 
1 (5,9) 
1 (5,9) 
0,656 
Comorbidades: n (%) 
Hipertensão arterial 
Diabetes 
 
10 (55,6) 
2 (11,1) 
 
7 (41,2) 
- 
 
0,608 
0,486 
Hábitos de vida: n (%) 
Tabagismo 
Etilismo 
 
5 (27,8) 
2 (11,1) 
 
5 (29,4) 
- 
 
0,999 
0,486 
Tipo sanguíneo: n (%) 
O positivo 
A positivo 
B positivo 
O negativo 
 
11 (61,1) 
3 (16,7) 
3 (16,7) 
1 (5,6) 
 
5 (29,4) 
8 (47,1) 
2 (11,8) 
2 (11,8) 
0,169 
Imunossupressão 5 (27,8) 3 (17,6) 0,691 
Tipo de cirurgia 
Artroplastia primária 
Revisão de prótese 
 
7 (38,9) 
11 (61,1) 
 
12 (70,6) 
5 (29,4) 
0,123 
Duração da cirurgia (min) 214±56,7 149±45,2 <0,001 
Dias de internação 9,5±4,7 8,8±2,7 0,580 
Saída 
Alta 
Óbito 
 
17 (94,4) 
1 (5,6) 
 
17 (100) 
- 
0,999 
Total 18 17  
Variáveis categóricas descritas pelo n(%) e comparadas pelo teste de Qui-quadrado ou teste 
Exato de Fisher. Variáveis quantitativas descritas pela média±desvio padrão e comparadas pelo 
teste t de Student para amostras independentes 
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5.2 Contagem absoluta de linfócitos nos tempos pré-operatório, 1o pós-
operatório e 4o pós-operatório em amostras de sangue periférico de 
pacientes submetidos a artroplastia total do quadril 
Nas amostras de sangue periférico coletadas nos três tempos já 
descritos, realizamos hemograma para obtenção da contagem absoluta de 
linfócitos. Observamos uma queda progressiva da contagem de linfócitos ao longo 
do tempo avaliado, com reduções estatisticamente significantes na comparação 
entre as amostras do pré-operatório (D0) e 1o pós-operatório (D1), assim como 
entre o pré-operatório (D0) e 4o pós-operatório (D4) (Tabela 3).  
 
Tabela 3. Contagem absoluta de linfócitos nos tempos pré-operatório, 1º pós-operatório e 
4º pós-operatório em 35 pacientes submetidos a artroplastia total do quadril. 
 Contagem de linfócitos( /µL)  Valor p 
D0 1907 (1579-2472)  D0 x D1 < 0,001 
D1 1450 (1205-1864)  D0 x D4 < 0,001 
D4 1266 (1092-1817)  D1 x D4 0,437 
           Variáveis descritas pela mediana (P25-P75) e comparadas pelo teste de Wilcoxon 
 
Analisando separadamente os resultados nos grupos de pacientes 
transfundidos e não transfundidos,  verificamos redução semelhante na contagem 
de linfócitos no 4o pós-operatório em comparação aos valores pré-operatórios nos 
2 grupos avaliados. No entanto, a linfocitopenia observada no 1o pós-operatório 
se mantém estatisticamente significante apenas nos pacientes transfundidos 
(Figura 2 e Tabela 4). 
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Figura 2. Contagem absoluta de linfócitos nos tempos pré-operatório (D0), 1o pós-
operatório (D1) e 4o pós-operatório (D4) em pacientes transfundidos e não transfundidos 
submetidos a artroplastia de quadril. Variáveis apresentadas utilizando o gráfico boxplot. 
 
 
Tabela 4. Comparação da contagem absoluta de linfócitos nos tempos pré-operatório, 1º 
pós-operatório e 4º pós-operatório em pacientes transfundidos e não transfundidos 
submetidos a artroplastia total do quadril. 
 Contagem de linfócitos( /µL)                                       Valor p 
 
Transfundidos 
(n=18) 
Não 
transfundidos 
(n=17)   Transfundidos 
Não 
transfundidos 
D0 
 
1821 
(1537-2421) 
1934 
(1672-2597)  
D0 x D1 <0,001 0,084 
D1 
 
1270 
(1152-1620) 
1710 
(1397-1933)  
D0 x D4 <0,001 0,011 
D4 
 
1210 
(1034-1705) 
1324 
(1100-1857)  
D1 x D4 0,501 0,723 
Variáveis descritas pela mediana (P25-P75) e comparadas pelo teste de Wilcoxon 
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5.3 Avaliação da porcentagem de linfócitos T CD4+ nos tempos pré-
operatório, 1o pós-operatório e 4o pós-operatório em amostras de 
sangue periférico de pacientes submetidos a artroplastia total do quadril 
Houve um aumento progressivo na proporção de linfócitos T CD4+ no 
1o e 4o dias após a cirurgia (Tabela 5). Ao avaliar separadamente os grupos 
transfundido e não transfundido, embora tenhamos verificado elevação da 
porcentagem de linfócitos T CD4+ no 1o pós-operatório em ambos os grupos,  
observamos que houve aumento estatisticamente significante da porcentagem de 
linfócitos T CD4+ no 4o pós-operatório em relação ao 1o pós-operatório apenas 
nos pacientes transfundidos (Figura 3 e Tabela 6). Conforme descrito previamente 
na metodologia, apesar de encontrarmos valores de p inferiores a 0,05 no grupo 
não transfundido, não podemos considerar esta diferença como estatisticamente 
significante. Devido às comparações simultâneas realizadas entre os três tempos 
de coleta, deve-se considerar um valor de p inferior a 0,017. 
 
Tabela 5. Porcentagem de linfócitos T CD4+ nos tempos pré-operatório, 1º pós-operatório 
e 4º pós-operatório em 35 pacientes submetidos a artroplastia total do quadril. 
 % CD4+/1x106CMSP*  Valor p 
D0 24,5±9,8  D0 x D1 < 0,001 
D1 33,3±11,7  D0 x D4 < 0,001 
D4 38±11,7  D1 x D4 < 0,001 
Variáveis descritas pela média±desvio padrão e comparadas pelo teste t de Student para    
amostras pareadas 
*CMSP: células mononucleares de sangue periférico 
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Figura 3. Porcentagem de linfócitos T CD4+ nos tempos pré-operatório (D0), 1º pós-
operatório (D1) e 4º pós-operatório (D4) em pacientes transfundidos e não transfundidos 
submetidos a artroplastia de quadril. Variáveis apresentadas utilizando o gráfico de média 
e barra de erro. 
 
Tabela 6. Comparação da porcentagem de linfócitos T CD4+ nos tempos pré-operatório, 
1º pós-operatório e 4º pós-operatório em pacientes transfundidos e não transfundidos 
submetidos a artroplastia total do quadril. 
 % CD4+/1x106CMSP*                                       Valor p 
 
Transfundidos 
(n=18) 
Não 
transfundidos 
(n=17)   Transfundidos 
Não 
transfundidos 
D0 24,8±9,3 24,2±10,4  D0 x D1 0,002 0,003 
D1 33,9±10,3 32,7±13,3  D0 x D4 0,001 <0,001 
D4 39,2±10,9 36,9±12,7  D1 x D4 0,016 0,037 
Variáveis descritas pela média±desvio padrão e comparadas pelo teste t de Student para    
amostras pareadas 
*CMSP: células mononucleares de sangue periférico 
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5.4 Avaliação da porcentagem de linfócitos T CD4+CD25+FoxP3+ nos tempos 
pré-operatório, 1o pós-operatório e 4o pós-operatório em amostras de 
sangue periférico de pacientes submetidos a artroplastia total do quadril 
A população de células CD4+CD25+FoxP3+ foi definida baseando-se na 
expressão de FoxP3 dentre os linfócitos T CD4+ com alta expressão de CD25. 
Não observamos diferenças na porcentagem de células CD4+CD25+FoxP3+ após 
a cirurgia, tanto em pacientes transfundidos como em não transfundidos, 
conforme demonstrado nas Tabelas 7 e 8 e Figura 4. 
 
Tabela 7. Porcentagem de linfócitos T CD4+CD25+FoxP3+ nos tempos pré-operatório, 1º 
pós-operatório e 4º pós-operatório em 35 pacientes submetidos a artroplastia total do 
quadril. 
 % CD4+CD25+FoxP3+/1x106CMSP*  Valor p 
D0 1,9±1,0  D0 x D1 0,066 
D1 1,5±1,0  D0 x D4 0,032 
D4 1,3±1,2  D1 x D4 0,509 
Variáveis descritas pela média±desvio padrão e comparadas pelo teste t de Student para    
amostras pareadas 
*CMSP: células mononucleares de sangue periférico 
 
                                                
Figura 4. Porcentagem de linfócitos T CD4+CD25+FoxP3+ nos tempos pré-operatório 
(D0), 1º pós-operatório (D1) e 4º pós-operatório (D4) em pacientes transfundidos e não 
transfundidos submetidos a artroplastia de quadril. Variáveis apresentadas utilizando o 
gráfico de média e barra de erro. 
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Tabela 8. Comparação da porcentagem de linfócitos T CD4+CD25+FoxP3+ nos tempos 
pré-operatório, 1º pós-operatório e 4º pós-operatório em pacientes transfundidos e não 
transfundidos submetidos a artroplastia total do quadril. 
 % CD4+CD25+FoxP3+/1x106CMSP*                                       Valor p 
 
Transfundidos 
(n=18) 
Não transfundidos 
(n=17)   Transfundidos 
Não 
transfundidos 
D0 1,7±0,6 2,0±1,3  D0 x D1 0,174 0,204 
D1 1,4±0,8 1,6±1,1  D0 x D4 0,417 0,032 
D4 1,4±1,6 1,2±0,8  D1 x D4 0,826 0,082 
Variáveis descritas pela média±desvio padrão e comparadas pelo teste t de Student para    
amostras pareadas 
*CMSP: células mononucleares de sangue periférico 
 
 
5.5 Avaliação da porcentagem de linfócitos T CD4+CTLA-4+ nos tempos pré-
operatório, 1o pós-operatório e 4o pós-operatório em amostras de 
sangue periférico de pacientes submetidos a artroplastia total do quadril 
Verificamos que houve um aumento da proporção de linfócitos T 
CD4+CTLA-4+ após a cirurgia, tanto nas  amostras do 1o pós-operatório como nas 
do 4o pós-operatório (Figura 5 e Tabela 9). O aumento na porcentagem desta 
subpopulação de linfócitos T CD4+ foi observado de forma semelhante em 
pacientes transfundidos e não transfundidos (Figura 6 e Tabela 10). 
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Figura 5. Identificação de linfócitos T CD4+CTLA-4+ nos tempos pré-operatório (D0), 1º 
pós-operatório (D1) e 4º pós-operatório (D4) por citometria de fluxo. 
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Tabela 9. Porcentagem de linfócitos T CD4+CTLA-4+ nos tempos pré-operatório, 1o pós-
operatório e 4o pós-operatório em 35 pacientes submetidos a artroplastia total do quadril. 
 % CD4+CTLA-4+/1x106CMSP*  Valor p 
D0 0,53 (0,46-0,97)  D0 x D1 <0,001 
D1 0,89 (0,72-1,30)  D0 x D4 <0,001 
D4 0,89 (0,64-1,33)  D1 x D4 0,480 
Variáveis descritas pela mediana (P25-P75) e comparadas pelo teste de Wilcoxon 
*CMSP: células mononucleares de sangue periférico 
 
                      
Figura 6. Porcentagem de linfócitos T CD4+CTLA-4+ nos tempos pré-operatório (D0), 1º 
pós-operatório (D1) e 4º pós-operatório (D4) em pacientes transfundidos e não 
transfundidos submetidos a artroplastia de quadril. Variáveis apresentadas utilizando o 
gráfico boxplot. 
 
Tabela 10. Comparação da porcentagem de linfócitos T CD4+CTLA-4+ nos tempos pré-
operatório, 1º pós-operatório e 4º pós-operatório em pacientes transfundidos e não 
transfundidos submetidos a artroplastia total do quadril. 
 % CD4+CTLA-4+/1x106CMSP*                                       Valor p 
 
Transfundidos 
(n=18) 
Não transfundidos 
(n=17)   Transfundidos 
Não 
transfundidos 
D0 0,53 (0,46-1,01) 0,53 (0,42-0,89)  D0 x D1 0,007 0,002 
D1 0,91 (0,69-1,52) 0,88 (0,72-1,04)  D0 x D4 0,008 0,003 
D4 0,89 (0,65-1,90) 0,89 (0,61-1,15)  D1 x D4 0,679 0,554 
Variáveis descritas pela mediana (P25-P75) e comparadas pelo teste de Wilcoxon 
*CMSP: células mononucleares de sangue periférico 
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5.6 Avaliação da porcentagem de linfócitos T CD4+GITR+ nos tempos pré-
operatório, 1o pós-operatório e 4o pós-operatório em amostras de 
sangue periférico de pacientes submetidos a artroplastia total do quadril 
A proporção de linfócitos T CD4+GITR+ aumentou de forma significativa 
nas amostras pós-operatórias, conforme demonstrado na Figura 7 e Tabela 11. 
Analisando-se separadamente os grupos de pacientes transfundidos e não 
transfundidos, observamos que entre as amostras do 1o e 4o pós-operatório, 
houve aumento significante na porcentagem de células  T CD4+GITR+ no 4o pós-
operatório apenas entre os indivíduos transfundidos (Figura 8 e Tabela 12). 
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Figura 7. Identificação de linfócitos T CD4+GITR+ nos tempos pré-operatório (D0), 1º pós-
operatório (D1) e 4º pós-operatório (D4) por citometria de fluxo. 
 
Tabela 11. Porcentagem de linfócitos T CD4+GITR+ nos tempos pré-operatório, 1o pós-
operatório e 4o pós-operatório em 35 pacientes submetidos a artroplastia total do quadril. 
 %CD4+GITR+/1x106CMSP*  Valor p 
D0 1,64±1,64  D0 x D1 <0,001 
D1 2,92±1,94  D0 x D4 <0,001 
D4 4,38±3,00  D1 x D4 <0,001 
Variáveis descritas pela média±desvio padrão e comparadas pelo teste t de Student para    
amostras pareadas 
*CMSP: células mononucleares de sangue periférico 
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Figura 8. Porcentagem de linfócitos T CD4+GITR+ nos tempos pré-operatório (D0), 1º 
pós-operatório (D1) e 4º pós-operatório (D4) em pacientes transfundidos e não 
transfundidos submetidos a artroplastia de quadril. Variáveis apresentadas utilizando o 
gráfico de média e barra de erro. 
 
Tabela 12. Comparação da porcentagem de linfócitos T CD4+GITR+ nos tempos pré-
operatório, 1º pós-operatório e 4º pós-operatório em pacientes transfundidos e não 
transfundidos submetidos a artroplastia total do quadril. 
 % CD4+GITR+/1x106CMSP*                                       Valor p 
 
Transfundidos 
(n=18) 
Não 
transfundidos 
(n=17)   Transfundidos 
Não 
transfundidos 
D0 1,94±1,71 1,32±1,55  D0 x D1 0,004 0,002 
D1 3,12±2,01 2,70±1,89  D0 x D4 <0,001 0,001 
D4 5,19±3,33 3,61±2,54  D1 x D4 0,007 0,085 
Variáveis descritas pela média±desvio padrão e comparadas pelo teste t de Student para    
amostras pareadas 
*CMSP: células mononucleares de sangue periférico 
 
 
5.7 Avaliação da porcentagem de linfócitos T CD4+CD69+CD25- nos tempos 
pré-operatório, 1o pós-operatório e 4o pós-operatório em amostras de 
sangue periférico de pacientes submetidos a artroplastia total do quadril 
Em relação aos linfócitos T CD4+CD25-CD69+, observamos que houve 
aumento da sua porcentagem no 4o pós-operatório (Figura 9 e Tabela 13), 
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havendo diferença estatisticamente significante entre as amostras do D1 e D4 
apenas no grupo de pacientes transfundidos (Figura 10 e Tabela 14).  
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Figura 9. Identificação de linfócitos T CD4+CD25-CD69+ nos tempos pré-operatório (D0), 
1º pós-operatório (D1) e 4º pós-operatório (D4) por citometria de fluxo. 
 
Tabela 13. Porcentagem de linfócitos T CD4+CD25-CD69+ nos tempos pré-operatório, 1º 
pós-operatório e 4º pós-operatório em 35 pacientes submetidos a artroplastia total do 
quadril. 
 %CD4+CD25-CD69+/1x106CMSP*  Valor p 
D0 0,55 (0,27-0,77)  D0 x D1 0,330 
D1 0,60 (0,30-1,23)  D0 x D4 <0,001 
D4 1,13 (0,56-2,52)  D1 x D4 <0,001 
Variáveis descritas pela mediana (P25-P75) e comparadas pelo teste de Wilcoxon 
*CMSP: células mononucleares de sangue periférico 
 
                                              
Figura 10. Porcentagem de linfócitos T CD4+CD25-CD69+ nos tempos pré-operatório 
(D0), 1º pós-operatório (D1) e 4º pós-operatório (D4) em pacientes transfundidos e não 
transfundidos submetidos a artroplastia de quadril. Variáveis apresentadas utilizando o 
gráfico boxplot. 
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Tabela 14. Comparação da porcentagem de linfócitos T CD4+CD25-CD69+  nos tempos 
pré-operatório, 1o pós-operatório e 4o pós-operatório em pacientes transfundidos e não 
transfundidos submetidos a artroplastia total do quadril. 
 %CD4+CD25-CD69+/1x106CMSP*                                       Valor p 
 
Transfundidos 
(n=18) 
Não transfundidos 
(n=17)   Transfundidos 
Não 
transfundidos 
D0 0,76 (0,46-1,05) 0,32 (0,24-0,55)  D0 x D1 0,913 0,136 
D1 0,61 (0,23-2,69) 0,36 (0,31-0,81)  D0 x D4 0,002 0,001 
D4 2,27 (0,64-4,45) 1,02 (0,42-1,52)  D1 x D4 0,001 0,022 
Variáveis descritas pela mediana (P25-P75) e comparadas pelo teste de Wilcoxon 
*CMSP: células mononucleares de sangue periférico 
 
 
5.8 Análise de citocinas séricas nos tempos pré-operatório, 1o pós-
operatório e 4o pós-operatório em pacientes submetidos a artroplastia 
total do quadril 
No estudo foram avaliadas 11 citocinas, no entanto, apenas IL-6, IL-8, 
IL-10, TNF-α apresentaram níveis séricos pós-operatórios significantemente 
diferentes em relação à dosagem pré-operatória. Logo após a cirurgia 
observamos aumento na dosagem de IL-6 (Tabelas 15 e 16; Figura 11), IL-8 
(Tabela 17 e 18; Figura 12) e IL-10 (Tabelas 19 e 20; Figura 13), com queda 
destes níveis no 4o dia pós-operatório, sem retornar aos valores basais. Esta 
alteração foi vista indiferentemente nos pacientes transfundidos e não 
transfundidos. Verificamos também aumento nos níveis séricos pós-operatórios 
de TNF-α em indivíduos transfundidos e não transfundidos (Tabela 21; Figura 14). 
Não observamos diferenças na quantificação das citocinas IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, 
IL-17, IFN-γ, TGF-β nos três tempos avaliados no estudo. Os resultados da 
dosagem de TGF-β estão sumarizados na Tabela 22 e Figura 15. É importante 
ressaltar que encontramos valores indetectáveis de IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-17 e 
IFN-γ em mais de 70% das amostras avaliadas (Anexos 8, 9, 10 e 11). 
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Tabela 15. Dosagem sérica de interleucina-6 nos tempos pré-operatório, 1º pós-
operatório e 4º pós-operatório em 35 pacientes submetidos a artroplastia total do quadril. 
 Interleucina-6 (pg/mL)  Valor p 
D0 0,4 (0,4-19,7)  D0 x D1 <0,001 
D1 64,8 (18,2-403,8)  D0 x D4 <0,001 
D4 9,6 (0,4-38,0)  D1 x D4 <0,001 
 Variáveis descritas pela mediana (mínimo-máximo) e comparadas pelo teste de Wilcoxon 
 
             
Figura 11. Dosagem sérica de interleucina-6 (IL-6) nos tempos pré-operatório (D0), 1º 
pós-operatório (D1) e 4º pós-operatório (D4) em pacientes transfundidos e não 
transfundidos submetidos a artroplastia de quadril. Variáveis apresentadas utilizando o 
gráfico boxplot. 
 
Tabela 16. Comparação da dosagem sérica de interleucina-6 nos tempos pré-operatório, 
1º pós-operatório e 4º pós-operatório em pacientes transfundidos e não transfundidos 
submetidos a artroplastia total do quadril. 
 Interleucina-6 (pg/mL)                                       Valor p 
 
Transfundidos 
(n=18) 
Não 
transfundidos 
(n=17)   Transfundidos 
Não 
transfundidos 
D0 0,4 (0,4-12,8) 0,4 (0,4-19,7)  D0 x D1 <0,001 <0,001 
D1 68,7 (18,8-369,9) 60,5 (18,2-403,8)  D0 x D4 <0,001 0,002 
D4 13,6 (0,4-38,0) 9,2 (0,4-28,5)  D1 x D4 <0,001 <0,001 
Variáveis descritas pela mediana (mínimo-máximo) e comparadas pelo teste de Wilcoxon 
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Tabela 17. Dosagem sérica de interleucina-8 nos tempos pré-operatório, 1º pós-
operatório e 4º pós-operatório em 35 pacientes submetidos a artroplastia total do quadril. 
 Interleucina-8 (pg/mL)  Valor p 
D0 10,1 (0,3-153,9)  D0 x D1 <0,001 
D1 28,5 (6,1-176,3)  D0 x D4 0,017 
D4 18,1 (3,9-44,3)  D1 x D4 <0,001 
 Variáveis descritas pela mediana (mínimo-máximo) e comparadas pelo teste de Wilcoxon 
 
            
Figura 12. Dosagem sérica de interleucina-8 (IL-8) nos tempos pré-operatório (D0), 1º 
pós-operatório (D1) e 4º pós-operatório (D4) em pacientes transfundidos e não 
transfundidos submetidos a artroplastia de quadril. Variáveis apresentadas utilizando o 
gráfico boxplot. 
 
Tabela 18. Comparação da dosagem sérica de interleucina-8 nos tempos pré-operatório, 
1º pós-operatório e 4º pós-operatório em pacientes transfundidos e não transfundidos 
submetidos a artroplastia total do quadril. 
 Interleucina-8 (pg/mL)                                       Valor p 
 
Transfundidos 
(n=18) 
Não 
transfundidos 
(n=17)   Transfundidos 
Não 
transfundidos 
D0 10,2 (5,5-24,6) 8,8 (3,2-153,9)  D0 x D1 <0,001 0,010 
D1 32,6 (7,5-176,3) 22,2 (6,1-138,7)  D0 x D4 0,163 0,062 
D4 18,6 (3,9-44,3) 18,1 (5,8-42,9)  D1 x D4 0,001 0,022 
Variáveis descritas pela mediana (mínimo-máximo) e comparadas pelo teste de Wilcoxon 
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Tabela 19. Dosagem sérica de interleucina-10 nos tempos pré-operatório, 1º pós-
operatório e 4º pós-operatório em 35 pacientes submetidos a artroplastia total do quadril. 
 Interleucina-10 (pg/mL)  Valor p 
D0 0,3 (0,3-21,3)  D0 x D1 <0,001 
D1 8,7 (0,3-58,3)  D0 x D4 0,147 
D4 2,4 (0,3-20,5)  D1 x D4 <0,001 
 Variáveis descritas pela mediana (mínimo-máximo) e comparadas pelo teste de Wilcoxon 
 
                      
 
Figura 13. Dosagem sérica de interleucina-10 (IL-10) nos tempos pré-operatório (D0), 1º 
pós-operatório (D1) e 4º pós-operatório (D4) em pacientes transfundidos e não 
transfundidos submetidos a artroplastia de quadril. Variáveis apresentadas utilizando o 
gráfico boxplot. 
 
Tabela 20. Comparação da dosagem sérica de interleucina-10 nos tempos pré-
operatório, 1º pós-operatório e 4º pós-operatório em pacientes transfundidos e não 
transfundidos submetidos a artroplastia total do quadril. 
 Interleucina-10 (pg/mL)                                       Valor p 
 
Transfundidos 
(n=18) 
Não 
transfundidos 
(n=17)   Transfundidos 
Não 
transfundidos 
D0 0,3 (0,3-14,2) 0,3 (0,3-21,3)  D0 x D1 0,005 0,001 
D1 9,1 (0,3-25,6) 8,3 (0,3-58,3)  D0 x D4 0,594 0,093 
D4 3,2 (0,3-18,7) 0,3 (0,3-20,5)  D1 x D4 0,010 0,009 
Variáveis descritas pela mediana (mínimo-máximo) e comparadas pelo teste de Wilcoxon 
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Figura 14. Dosagem sérica de fator de necrose tumoral-α (TNF-α) nos tempos pré-
operatório (D0), 1º pós-operatório (D1) e 4º pós-operatório (D4) em pacientes 
transfundidos e não transfundidos submetidos a artroplastia de quadril. Variáveis 
apresentadas utilizando o gráfico boxplot. 
 
Tabela 21. Comparação da dosagem sérica de fator de necrose tumoral-α nos tempos 
pré-operatório, 1º pós-operatório e 4º pós-operatório em pacientes transfundidos e não 
transfundidos submetidos a artroplastia total do quadril. 
 Fator de necrose tumoral-α  (pg/mL)                                       Valor p 
 
Transfundidos 
(n=18) 
Não 
transfundidos 
(n=17)   Transfundidos 
Não 
transfundidos 
D0 8,5 (0,2-15,7) 6,4 (3,5-25,7)  D0 x D1 0,055 0,039 
D1 9,4 (0,2-79,3) 8,1 (3,9-36,5)  D0 x D4 0,005 0,007 
D4 13,6 (0,2-24,1) 9,1 (5,1-21,2)  D1 x D4 0,363 0,084 
Variáveis descritas pela mediana (mínimo-máximo) e comparadas pelo teste de Wilcoxon 
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Figura 15. Dosagem sérica de fator de crescimento tumoral-β (TGF-β) nos tempos pré-
operatório (D0), 1o pós-operatório (D1) e 4o pós-operatório (D4) em pacientes 
transfundidos e não transfundidos submetidos a artroplastia de quadril. Variáveis 
apresentadas utilizando o gráfico boxplot. 
 
Tabela 22. Comparação da dosagem sérica de fator de crescimento tumoral-β nos 
tempos pré-operatório, 1º pós-operatório e 4º pós-operatório em pacientes transfundidos 
e não transfundidos submetidos a artroplastia total do quadril. 
 Fator de crescimento tumoral-β  (ng/mL)                                       Valor p 
 
Transfundidos 
(n=15) 
Não transfundidos 
(n=11)   Transfundidos 
Não 
transfundidos 
D0 11,4 (7,0-27,0) 12,4 (0,1-21,0)  D0 x D1 0,363 0,075 
D1 12,3 (7,1-47,2) 15,4 (7,6-40,1)  D0 x D4 0,955 0,790 
D4 12,2 (6,2-41,8) 13,1 (5,4-52,2)  D1 x D4 0,125 0,790 
Variáveis descritas pela mediana (mínimo-máximo) e comparadas pelo teste de Wilcoxon 
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A transfusão de concentrados de hemácias alogênicas está associada 
à ocorrência de fenômenos imunológicos no receptor que possivelmente podem 
ser clinicamente relevantes, e desta forma, ter algum impacto na morbi-
mortalidade dos pacientes transfundidos. A variedade de mecanismos já 
propostos sugere que uma combinação de diferentes processos imunológicos 
sejam responsáveis pelos efeitos imunomoduladores associados à transfusão.   
Nos últimos anos, vários estudos têm demonstrado a importância dos 
linfócitos T reguladores no controle da tolerância imune e da resposta inflamatória 
in vivo (Taams et al., 2006). Considerando que a indução de células supressoras 
nos receptores constitui um dos potenciais mecanismos envolvidos nos 
fenômenos imunes transfusionais, decidimos estudar o efeito da transfusão 
sanguínea alogênica na indução de subpopulações de células T CD4+ com 
fenótipo associado aos linfócitos T reguladores. Adicionalmente, realizamos 
dosagem sérica de onze citocinas que caracterizam as vertentes pró e anti-
inflamatórias da resposta imune. 
Para esta avaliação, escolhemos a população de pacientes submetidos 
a cirurgia de artroplastia de quadril, um procedimento de grande porte sujeito a 
perda sanguínea importante, com eventual necessidade transfusional no período 
perioperatório. Nesse estudo, pouco mais da metade dos pacientes foram 
transfundidos (51,4%). Há aproximadamente uma década, em estudo realizado 
no mesmo Serviço, a frequência de pacientes transfundidos submetidos ao 
mesmo procedimento foi de 65,9% (Bordin et al., 1999). Essa diferença poderia 
estar associada a atuais práticas transfusionais mais restritivas. Em estudo 
multicêntrico canadense avaliando pacientes submetidos a artroplastias de joelho 
ou quadril entre os anos de 2002 e 2006, os autores encontraram uma frequência 
de transfusão de apenas 29% (Vuille-Lessard et al., 2010). 
Uma das razões para escolha desta população foi a tentativa de evitar 
a presença de fatores de confusão, relacionados à doença de base do paciente 
ou ao procedimento realizado, que pudessem interferir na análise dos parâmetros 
imunológicos avaliados. Desta forma, optamos por não estudar pacientes 
oncológicos ou submetidos a cirurgias cardíacas com circulação extracorpórea. 
No entanto, nossa casuística incluiu oito pacientes (22,8%) que utilizavam algum 
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tipo de medicação imunossupressora. O fato de realizarmos o estudo em um 
hospital terciário, de referência, pode ter contribuído para o número encontrado de 
pacientes com comorbidades importantes, como doenças auto-imunes. 
Ao compararmos as características clínicas e demográficas entre os 
grupos transfundido e não transfundido, a única diferença significativa encontrada 
foi a maior duração da cirurgia nos pacientes transfundidos. Este grupo foi 
submetido mais frequentemente à cirurgia de revisão de prótese (61,1%), um 
procedimento mais complexo que a artroplastia primária, realizada em mais de 
70% dos pacientes não transfundidos. 
Apesar de não encontrarmos diferenças estatísticas em relação aos 
grupos sanguíneos do sistema ABO entre transfundidos e não transfundidos, é 
interessante notar que mais de 60% dos pacientes transfundidos eram do grupo 
O, enquanto quase metade dos não transfundidos pertenciam ao grupo A. Essa 
diferença talvez esteja relacionada à variação nos níveis de fator de von 
Willebrand observada entre indivíduos dos grupos sanguíneos O e não-O. 
Observa-se que pessoas do grupo sanguíneo O apresentam níveis plasmáticos 
mais baixos do antígeno do fator de von Willebrand (Lethagen et al., 2008), o que 
poderia ter favorecido maior perda sanguínea intra-operatória nestes pacientes. 
Os pacientes submetidos a transfusões alogênicas apresentaram 
redução significativa da contagem de linfócitos no 1o dia após a cirurgia. De forma 
semelhante, em estudo anterior que também avaliou pacientes ortopédicos, os 
autores também observaram linfocitopenia pós-operatória nos pacientes 
transfundidos com sangue não-leucorreduzido, o que não foi observado após 
transfusão de concentrados de hemácias filtradas pré-armazenamento (Bordin et 
al., 1999). Esse efeito imunológico precoce parece, portanto, ser influenciado pela 
presença de leucócitos alogênicos no hemocomponente transfundido. 
A linfocitopenia observada nos pacientes transfundidos não foi 
acompanhada de redução na porcentagem de linfócitos T CD4+, diferentemente 
do que já foi descrito previamente. A diminuição da relação de linfócitos T 
auxiliares/supressores (CD4+/CD8+) é descrita como alteração na resposta imune 
celular associada à transfusão alogênica (Blajchman, Bordin, 1994). No entanto, 
estes efeitos foram observados em população de pacientes politransfundidos, 
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sujeitos a estímulos antigênicos crônicos, cenário distinto da casuística avaliada 
neste estudo. Além disso, a menor razão entre linfócitos T CD4+/CD8+ nestes 
pacientes deveu-se principalmente a um aumento relativo na porcentagem de 
linfócitos T CD8+, e não à redução dos linfócitos T CD4+ (Kaplan et al., 1984).  
Apesar de observarmos aumento da porcentagem de linfócitos T CD4+ 
no 1o pós-operatório em pacientes transfundidos e não-transfundidos, quando 
comparamos a frequência desta subpopulação de linfócitos T no 4o pós-operatório 
em relação ao primeiro dia após a cirurgia, só houve elevação significativa no 
grupo de pacientes transfundidos, o que pode indicar influência da transfusão 
alogênica na indução de subpopulações específicas de linfócitos T CD4+, como os 
linfócitos T reguladores. 
O FoxP3 é considerado o marcador mais específico dos linfócitos T 
reguladores (Fontenot et al., 2003). Sua presença em células T CD4+ que 
coexpressam CD25 é utilizada para identificação dessas células supressoras. 
Não encontramos diferença na porcentagem de linfócitos T CD4+CD25+FoxP3+ 
nos tempos pós-operatórios avaliados, tanto em pacientes transfundidos como em 
não transfundidos.  
Nossos resultados diferem de estudos in vitro e in vivo que 
demonstraram indução de linfócitos T CD4+FoxP3+ após transfusões alogênicas. 
Em experimento in vitro, Baumgartner et al. (2009) observaram aumento de 
linfócitos T reguladores após exposição de células mononucleares de sangue 
periférico humanas a sobrenadante de concentrados de hemácias. No entanto, o 
modelo transfusional utilizado simulava uma transfusão maciça, com dose 
comparável à infusão de 10 unidades de concentrados de hemácias. A indução 
de linfócitos T CD4+CD25+FoxP3+ também foi evidenciada em pacientes pré-
transplante duas semanas após transfusão alogênica de uma unidade de 
concentrado de hemácias (Eikmans et al., 2010).  
No presente estudo os pacientes foram avaliados até 4 dias após a 
transfusão sanguínea. A mediana de unidades transfundidas encontrada foi 2 
concentrados de hemácias, variando de 1 a 6 unidades. Sete pacientes foram 
transfundidos com 3 ou mais concentrados de hemácias, correspondendo a 39% 
dos indivíduos transfundidos. A diferença nos resultados indica que a indução de 
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linfócitos T CD4+CD25+FoxP3+ talvez esteja relacionada ao número de unidades 
transfundidas, ou mesmo que represente um evento imunológico mais tardio, não 
avaliado nesta análise. 
O CTLA-4 é um receptor presente nas células T, também associado 
aos linfócitos T reguladores, desempenhando funções inibitórias da resposta 
imune (Jain et al., 2010). Observamos elevação significativa da porcentagem de 
linfócitos T CD4+CTLA-4+ no pós-operatório dos pacientes submetidos a 
artroplastia de quadril, independente da transfusão sanguínea. A expressão de 
CTLA-4 aumentou aproximadamente 70% no 1o pós-operatório, mantendo-se 
elevada no 4o dia após a cirurgia. A indução de linfócitos T CD4+CTLA-4+ parece, 
portanto, estar relacionada ao trauma cirúrgico, e não à transfusão sanguínea 
alogênica.  
Outro marcador associado aos linfócitos T reguladores avaliado neste 
estudo foi o GITR. Observamos aumento progressivo da porcentagem de 
linfócitos T CD4+GITR+ nas amostras do 1o e 4o dias após a cirurgia. Similarmente 
aos resultados demonstrados em relação aos linfócitos T CD4+, encontramos 
elevação estatisticamente significante nas amostras do 4o pós-operatório em 
relação às do 1o pós-operatório apenas no grupo de pacientes transfundidos.  
Apesar do GITR estar associado ao fenótipo dos linfócitos T 
reguladores, há dados contraditórios sobre seu envolvimento nas funções 
supressoras dessas células.  Estudos in vitro e in vivo sugerem que o GITR pode 
tanto inibir ou estimular a atividade supressora. Os efeitos da modulação da 
resposta imune por meio da molécula de GITR podem ser diversos e ter funções 
antagônicas, como inibição transitória da atividade dos linfócitos T reguladores e 
ativação de células T efetoras, paralelamente ao estímulo à proliferação dos 
linfócitos T reguladores (Nocentini et al., 2007). 
A análise realizada neste estudo se restringiu à avaliação fenotípica 
das subpopulações de linfócitos T CD4+. Desta forma, não foi possível definir se o 
aumento da porcentagem de células T CD4+GITR+ induzido pela transfusão 
alogênica estaria associado a um efeito supressor ou de ativação da resposta 
imune. Para tanto, seria necessária a realização de ensaios funcionais. 
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A recentemente descrita subpopulação de células T CD4+CD25-CD69+, 
ainda pouco estudada em humanos, também foi avaliada nesse estudo. À 
semelhança das células CD4+ e CD4+GITR+, encontramos aumento da frequência 
linfócitos CD4+CD25-CD69+ quando comparamos as amostras do 4o dia pós-
operatório em relação ao 1o pós-operatório apenas em pacientes transfundidos. 
Dados provenientes de modelos animais indicam que CD69 exerce um 
papel importante na regulação da resposta imune in vivo (Cruz-Adalia et al., 2010; 
Vega-Ramos et al., 2010). Em humanos, o aumento da frequência de células 
CD4+CD25-CD69+ tem sido associado a menor risco de Doença do Enxerto-
Contra-Hospedeiro aguda em pacientes transplantados (Lu et al., 2012) e à 
progressão tumoral em pacientes com hepatocarcinoma (Zhu et al., 2011). Não 
encontramos relatos prévios da avaliação dessa subpopulação de linfócitos T em 
pacientes transfundidos. Portanto, demonstramos pela primeira vez uma possível 
associação da transfusão alogênica com a indução de linfócitos T CD4+CD25-
CD69+. Admitindo a função que essas células parecem desempenhar na 
regulação da homeostase imune, exercendo efeito supressor sobre a proliferação 
de linfócitos T (Han et al., 2009), a indução de linfócitos T CD4+CD25-CD69+ 
poderia constituir um dos mecanismos associados aos efeitos imunomoduladores 
pós-transfusionais.  
As citocinas são importantes marcadores da resposta imune, 
representando dois padrões principais: pró-inflamatório e anti-inflamatório. O 
trauma cirúrgico e a transfusão alogênica estão ambos associados a alterações 
nos seus níveis (Leal-Noval et al., 2010; Shah et al., 2009), dificultando o 
entendimento do papel de cada fator nesta resposta.  
Em relação às citocinas avaliadas neste estudo, observamos alteração 
significativa nas dosagens pós-operatórias de IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-α. A 
elevação sérica desses marcadores ocorreu de forma semelhante em indivíduos 
transfundidos e não transfundidos. As citocinas IL-6 e IL-8 apresentaram elevação 
expressiva no 1o pós-operatório, com redução na avaliação realizada três dias 
após, refletindo o estado pró-inflamatório observado logo após a cirurgia. O 
padrão semelhante de aumento dos níveis da citocina anti-inflamatória IL-10 
reforça a recente teoria de que os perfis pró e anti-inflamatórios da resposta 
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imune em pacientes vítimas de trauma ocorrem simultaneamente, e não de forma 
compensatória (Xiao et al., 2011). 
A IL-6 tem sido considerada um preditor de morbi-mortalidade em 
pacientes cirúrgicos. Bilgin et al. (2010) demonstraram que a transfusão de 
concentrados de hemácias não leucorreduzidos induziu elevação da 
concentração de marcadores inflamatórios, entre eles a IL-6. Os níveis séricos 
elevados da IL-6 estiveram associados ao desenvolvimento de falência múltipla 
de órgãos e à mortalidade intra-hospitalar em pacientes submetidos a cirurgias 
cardíacas. No entanto, este efeito foi dose-dependente, sendo observado apenas 
em pacientes transfundidos com 4 ou mais unidades de concentrados de 
hemácias. 
Apesar da transfusão alogênica parecer direcionar o sistema imune 
para uma resposta anti-inflamatória (Leal-Noval et al., 2010), não observamos 
diferenças nos níveis de IL-10 entre transfundidos e não transfundidos. 
Aparentemente a transfusão não teve influência adicional relevante na resposta 
inflamatória já desencadeada pelo trauma cirúrgico.  
Outra importante citocina anti-inflamatória avaliada foi o TGF-beta. No 
entanto, não encontramos diferença significante nos níveis séricos entre os três 
tempos avaliados. A secreção de citocinas imunossupressoras como a IL-10 e o 
TGF-beta é um dos mecanismos de ação descritos dos linfócitos T reguladores 
(Sojka et al., 2008). Particularmente em relação aos linfócitos T CD4+CD25-
CD69+, o TGF-beta parece desempenhar papel importante na supressão da 
resposta imune. Entretanto, seu mecanismo de ação é dependente do contato 
célula-célula, por meio do TGF-beta ligado à membrana, e não na sua forma 
solúvel (Han et al., 2009).   
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1. Confirmando estudos anteriores, a transfusão alogênica de concentrados 
de hemácias não leucorreduzidos levou a linfocitopenia precoce, 
observada no 1o dia após a cirurgia. 
 
2.  Pacientes submetidos a cirurgia ortopédica de artroplastia de quadril 
apresentaram aumento de subpopulações linfocitárias consideradas 
reguladoras (linfócitos T CD4+CTLA-4+, CD4+GITR+ e CD4+CD25-CD69+). 
 
3. A transfusão alogênica de concentrados de hemácias não leucorreduzidos 
induziu aumento de subpopulações linfocitárias consideradas reguladoras 
(linfócitos T CD4+GITR+ e CD4+CD25-CD69+) alguns dias após a cirurgia. 
Consideramos ser este o primeiro estudo a avaliar estas populações 
celulares em pacientes transfundidos. Tal efeito, considerado 
imunossupressor, poderia estar associado a um maior risco de infecções 
pós-operatórias. 
 
4. A cirurgia de artroplastia de quadril esteve associada ao aumento dos 
níveis séricos das citocinas pró-inflamatórias IL-6, IL-8 e TNF-α, e da 
citocina anti-inflamatória IL-10, evidenciando o desequilíbrio na resposta 
imune observado após o trauma cirúrgico, independente da transfusão 
sanguínea. 
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Anexo 1. Ficha de cadastro  
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Anexo 2. Termo de consentimento livre e esclarecido 
 
Anexos 
 
 
 
59 
 
 
 
Anexos 
 
 
 
60 
 
Anexo 3. Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa  
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Anexo 4. Características dos participantes do estudo e resultados da contagem 
de linfócitos 
Amostra Idade 
(anos) 
Gênero Transfusão Linfócitos-D0 
(/µL) 
Linfócitos-D1 
(/µL) 
Linfócitos-D4 
(/µL) 
01 80 M S 972 332 623 
02 44 M S 2015 1158 1892 
03 72 F S 1934 1184 NA 
04 47 F S 1591 1450 1111 
05 36 M N 4896 12337 1550 
06 59 F S 2117 814 1017 
07 52 M N 2198 1765 1901 
08 47 F S 2455 1229 1266 
09 61 F N 1566 1234 1100 
10 49 M S 1604 1677 1280 
11 63 M N 1870 1971 868 
12 61 M N 1293 1343 1324 
13 31 M N 1934 1921 2196 
14 67 M N 2260 1498 2624 
15 50 F N 2813 1944 1813 
16 66 F N 1802 1876 937 
17 55 F N 3555 1710 1170 
18 50 M S 1159 1221 1083 
19 69 M S 1907 1851 1821 
20 38 M S 1519 1311 807 
21 56 M S 1328 827 NA 
22 73 M S 2489 2017 2072 
23 62 M S 1271 780 1108 
24 43 M S 2317 1345 1357 
25 58 M S 3285 1416 1277 
26 38 F S 1735 1188 1153 
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27 38 F N 2108 1457 1128 
28 59 F N 1907 2552 3797 
29 46 M S 3140 2820 2119 
30 47 F N 1560 1793 1100 
31 49 M N 1777 1450 1483 
32 39 F N 2701 570 1264 
33 73 M N 1529 706 911 
34 43 F N 2492 1574 1626 
35 71 M S 1711 1150 939 
Legenda:  
M=masculino            S=sim            NA=não avaliado 
               F=feminino              N=não 
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Anexo 5. Resultados da porcentagem de linfócitos T CD4+ e linfócitos T 
CD4+CD25highFoxP3+ por citometria de fluxo 
Amostra CD4+ -
D0 (%) 
CD4+ -
D1 (%) 
CD4+ -
D4 (%) 
CD4+ CD25high 
FoxP3+ - D0 (%) 
CD4+ CD25high 
FoxP3+ - D1 (%) 
CD4+ CD25high 
FoxP3+ - D4 (%) 
01 24,1 22,5 19,4 0,77 0,51 0,74 
02 21,1 18,5 20,7 2,27 1,52 7,01 
03 28,8 25,7 ND 1,68 3,09 NA 
04 9,56 23,2 30,3 1,33 1,72 1,85 
05 14,9 25,2 30,5 1,04 2,19 0,91 
06 21,6 35,5 42,9 1,29 0,41 0,60 
07 18,7 16,9 25,9 0,97 1,62 0,95 
08 28,3 37 45,5 1,89 1,24 0,59 
09 24,8 37,9 42,9 0,87 1,25 0,56 
10 28 47,8 49,7 2,49 1,2 0,80 
11 29,1 38,7 40,6 1,96 1,42 0,93 
12 8,91 33,3 46,3 2,82 1,19 0,66 
13 34,9 26,4 26,3 0,74 0,86 1,51 
14 34,5 30,4 19,4 1,43 1,66 3,03 
15 29 19,5 37,9 0,84 1,43 0,66 
16 47,5 67,7 64,6 1,03 0,50 0,40 
17 28,5 39,7 40,7 2,46 0,57 0,75 
18 15,9 28,1 24,1 1,43 1,63 1,12 
19 27,6 30,5 38 1,73 1,09 0,78 
20 30,5 49,2 44,6 1,92 2,31 1,37 
21 21,6 28,7 ND 2,89 2,55 NA 
22 21,7 44,8 52 2,23 0,29 0,19 
23 29,9 44,8 47,8 1,01 0,46 0,54 
24 20,6 19,8 32,8 1,83 0,58 1,22 
25 7,8 37,7 54 1,2 1,74 1,44 
26 50,9 42 40,4 0,81 0,87 0,55 
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27 29,7 44,8 49,8 1,55 0,74 0,96 
28 9,92 18,8 26,2 5,31 1,42 0,62 
29 28,4 27,6 39,6 1,4 2,65 0,99 
30 32,6 49,3 56,6 1,31 0,53 0,43 
31 11,7 26,9 19 3,69 1,04 0,96 
32 20,6 26 30,2 2,16 2,36 2,29 
33 15,3 16,2 31,8 2,9 5,02 2,8 
34 20,8 37,4 38 3,44 2,77 2,12 
35 29,7 47,6 45,3 3,05 2,01 1,8 
Legenda:  
    NA=não avaliado 
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Anexo 6. Resultados da porcentagem de linfócitos T CD4+CTLA-4+ e linfócitos T 
CD4+ GITR+ por citometria de fluxo  
Amostra CD4+CTLA-4+  
-D0 (%) 
CD4+CTLA-4+  
-D1 (%) 
CD4+CTLA-4+  
-D4 (%) 
CD4+GITR+ - 
D0 (%) 
CD4+GITR+ - 
D1 (%) 
CD4+GITR+ - 
D4 (%) 
01 1,13 1,63 1,5 3,55 1,26 3,52 
02 0,26 1,40 1,26 0,42 1,11 1,05 
03 0,95 2,54 NA 3,09 1,85 NA 
04 0,45 0,54 0,63 0,11 2,14 1,78 
05 1,01 0,86 0,58 1,52 1,83 5,00 
06 1,01 0,68 3,02 1,70 4,88 9,40 
07 0,33 0,65 0,51 0,83 0,87 2,13 
08 0,69 0,56 0,56 2,55 2,49 10,6 
09 0,60 0,83 0,85 1,48 4,18 5,42 
10 1,35 0,71 0,67 1,18 2,65 5,80 
11 0,48 0,94 0,64 3,04 5,71 5,49 
12 0,18 0,36 0,39 0,18 2,41 1,76 
13 0,54 1,04 0,54 0,27 0,39 0,39 
14 0,74 1,04 1,09 1,57 2,66 0,95 
15 0,81 0,43 1,02 6,56 4,91 7,21 
16 0,45 0,97 0,74 2,18 7,62 6,98 
17 0,52 1,68 1,04 0,35 2,58 3,84 
18 0,47 0,88 0,68 0,57 4,06 3,46 
19 0,45 0,92 0,77 7,24 9,5 12,9 
20 1,01 0,85 1,21 3,32 4,15 5,40 
21 0,86 1,47 NA 1,05 1,28 NA 
22 0,51 0,85 0,46 2,26 3,86 5,39 
23 0,38 0,59 0,63 0,31 2,00 6,70 
24 0,54 1,56 0,97 1,86 4,90 5,10 
25 0,46 1,88 2,88 0,35 2,56 3,40 
26 0,89 1,19 0,79 2,67 2,91 2,32 
27 0,27 0,71 1,04 0,64 2,50 8,23 
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28 0,48 0,72 0,89 0,36 1,12 5,51 
29 0,51 1,12 2,03 1,28 1,23 2,05 
30 0,95 2,24 1,76 1,02 2,16 2,55 
31 0,39 0,88 0,76 0,37 1,09 1,30 
32 0,47 1,00 1,39 0,96 1,56 1,30 
33 0,97 0,88 1,21 0,50 2,55 0,54 
34 1,26 1,86 1,56 0,60 1,78 2,8 
35 1,45 3,08 2,27 1,31 3,29 4,2 
Legenda:  
       NA=não avaliado 
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Anexo 7. Resultados da porcentagem de linfócitos T CD4+CD25-CD69+ por 
citometria de fluxo 
Amostra CD4+CD25-CD69+ - D0 (%) CD4+CD25-CD69+ - D1 (%) CD4+CD25-CD69+ - D4 (%) 
01 1,03 1,59 3,00 
02 0,42 0,21 0,54 
03 0,69 0,54 NA 
04 0,58 0,52 0,58 
05 0,23 0,80 2,58 
06 0,78 2,11 6,74 
07 0,31 0,15 0,31 
08 0,84 0,59 4,53 
09 0,23 0,34 0,57 
10 0,75 0,61 2,45 
11 0,15 0,32 1,02 
12 0,55 1,26 1,11 
13 0,30 0,30 1,13 
14 0,54 1,19 0,79 
15 2,08 0,71 2,77 
16 0,52 0,28 0,42 
17 0,18 0,26 0,23 
18 1,05 0,47 1,33 
19 7,62 9,41 10,9 
20 7,19 3,79 7,14 
21 0,20 0,21 NA 
22 1,12 2,88 4,19 
23 0,57 0,12 0,78 
24 0,33 2,94 2,11 
25 0,19 0,11 0,45 
26 0,27 0,30 1,16 
27 0,27 0,36 0,61 
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28 0,47 1,69 1,65 
29 0,69 0,20 0,44 
30 0,24 0,32 0,25 
31 0,45 0,78 1,39 
32 0,25 0,60 0,42 
33 0,7 0,31 1,03 
34 0,67 0,81 1,77 
35 0,76 0,90 2,42 
Legenda:  
      NA=não avaliado 
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Anexo 8. Resultados da dosagem sérica de IL-1β, IL-2, IL-4 por imunoensaio 
multiplex 
Amostra IL-1β-
D0 
(pg/mL) 
IL-1β-
D1 
(pg/mL) 
IL-1β-
D4 
(pg/mL) 
IL-2-D0 
(pg/mL) 
IL-2-D1 
(pg/mL) 
IL-2-D4 
(pg/mL) 
IL-4-D0 
(pg/mL) 
IL-4-D1 
(pg/mL) 
IL-4-D4 
(pg/mL) 
01 15,58 5,21 11,96 12,41 5,8 9,37 0,6 0,6 0,6 
02 21,74 3,58 3,33 12,49 5,43 4,24 4,88 0,6 3,41 
03 0,7 3,25 0,7 0,4 0,4 0,4 10,28 4,54 2,87 
04 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 8,25 2,2 0,6 
05 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
06 0,7 0,7 0,7 0,4 3,27 0,4 0,6 0,6 0,6 
07 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
08 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
09 3,2 0,7 0,7 2,81 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
10 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
11 3,85 3,46 0,7 3,89 3,94 0,4 12,97 15,71 4,71 
12 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
13 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
14 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
15 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
16 0,7 0,7 0,7 5,8 5,58 8,77 0,6 0,6 0,6 
17 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 1,54 0,6 0,6 
18 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
19 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
20 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
21 0,7 0,7 NA 0,4 0,4 NA 0,6 1,95 NA 
22 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 5,44 3,17 5,6 
23 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
24 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 2,84 0,6 0,6 
25 6,64 4,39 4,2 0,49 0,4 0,4 39,22 26,46 6,43 
26 9,25 0,7 0,7 9,9 0,4 0,4 4,13 0,6 0,6 
Anexos 
 
 
 
71 
27 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 2,36 
28 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
29 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
30 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
31 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,6 
32 0,7 0,7 0,7 0,4 5,98 0,4 10,95 3,42 5,59 
33 0,7 0,7 0,7 0,4 10,61 0,4 0,6 0,6 0,6 
34 2,94 2,81 3,33 0,4 0,4 0,4 3,09 4,92 6,77 
35 0,7 0,7 0,7 0,4 0,4 0,4 3,84 1,95 2,36 
Legenda:  
      NA=não avaliado 
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Anexo 9. Resultados da dosagem sérica de IL-5, IL-6, IL-8 por imunoensaio 
multiplex 
Amostra IL-5-D0 
(pg/mL) 
IL-5-D1 
(pg/mL) 
IL-5-D4 
(pg/mL) 
IL-6-D0 
(pg/mL) 
IL-6-D1 
(pg/mL) 
IL-6-D4 
(pg/mL) 
IL-8-D0 
(pg/mL) 
IL-8-D1 
(pg/mL) 
IL-8-D4 
(pg/mL) 
01 0,1 0,1 0,1 0,4 68,8 7,49 8,03 149,05 28,13 
02 0,1 0,1 0,1 4,58 18,8 6,07 8,4 10,06 8,83 
03 0,1 0,1 4,01 6,26 369,8 38,04 21,19 73,42 22,93 
04 0,1 0,1 0,1 0,4 23,3 2,45 2,19 7,51 10,65 
05 0,1 0,1 0,1 0,4 62,85 7,28 10,74 28,53 18,13 
06 0,1 0,1 0,1 12,83 63,06 35,66 54,47 81,6 19,63 
07 0,1 0,1 0,1 0,4 18,21 8,11 11,59 12,23 18,38 
08 13,24 0,1 0,1 3,71 132,78 21,34 4,61 27,46 17,49 
09 0,1 0,1 3,01 0,4 60,51 3,17 5,99 9,52 7,62 
10 0,1 0,1 0,1 0,4 145,7 18,65 54,53 176,25 33,94 
11 0,1 0,1 0,1 3,06 68,87 28,52 17,17 138,71 27,42 
12 0,1 0,1 0,1 0,4 403,77 26,5 3,19 73,89 26,25 
13 0,1 0,1 0,1  0,4 21,78 8,45 15,54 6,11 5,83 
14 0,1 0,1 0,1 0,4 49,58 22,64 14,41 18,72 20,76 
15 0,1 0,1 0,1 0,4 154,79 6,82 8,77 40,38 8,23 
16 0,1 0,1 0,1 0,4 26,86 15,65 7,83 21,74 40,7 
17 0,1 3,52 0,1 0,4 58,63 8,12 12,48 31,12 14,17 
18 0,1 0,1 0,1 0,4 47,61 4,08 4,61 22,63 3,86 
19 0,1 0,1 0,1 0,4 145,93 16,65 16,62 79,97 33,37 
20 0,1 0,1 4,43 0,4 237,43 13,6 44,07 67,27 44,31 
21 0,1 0,1 NA 0,4 71,05 NA 29,91 17,49 NA 
22 0,1 3,88 0,1 4,0 68,73 9,24 25,7 29,95 36,44 
23 0,1 0,1 0,1 0,4 66,61 9,42 11,55 21,12 12,46 
24 0,1 0,1 0,1 0,4 33,05 4,17 0,3 15,34 7,52 
25 0,1 0,1 0,1 0,4 201,74 31,88 6,71 47,14 13,93 
26 2,87 0,1 0,1 3,89 39,6 0,4 10,3 46,79 5,14 
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27 0,1 0,1 0,1 0,4 31,24 0,4 3,67 14,37 7,96 
28 0,1 0,1 0,1 19,72 146,37 9,17 5,8 34,69 18,93 
29 0,1 0,1 0,1 4,06 37,42 36,91 10,08 35,31 20,69 
30 0,1 0,1 0,1 0,4 19,12 9,68 4,36 32,74 42,9 
31 0,1 0,1 0,1 0,4 48,92 3,32 14,18 20,19 6,46 
32 0,1 5,63 4,44 0,4 177,45 18,57 153,89 52,05 19,21 
33 0,1 0,1 0,1 0,4 72,41 11,04 3,27 22,15 13,73 
34 0,1 0,1 0,1 0,4 86,99 20,79 3,95 12,96 6,12 
35 0,1 0,1 2,94 0,4 224,32 32,76 7,99 21,45 13,08 
Legenda:  
      NA=não avaliado 
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Anexo 10. Resultados da dosagem sérica de IL-10, IL-17, TNF-α por 
imunoensaio multiplex 
Amostra IL-10-
D0 
(pg/mL) 
IL-10-
D1 
(pg/mL) 
IL-10-
D4 
(pg/mL) 
IL-17-
D0 
(pg/mL) 
IL-17-
D1 
(pg/mL) 
IL-17-
D4 
(pg/mL) 
TNF-α-
D0 
(pg/mL) 
TNF-α-
D1 
(pg/mL) 
TNF-α-
D4 
(pg/mL) 
01 2,84 19,26 8,32 0,4 0,4 0,4 9,99 79,33 16,25 
02 7,21 6,44 2,66 11,55 4,34 4,18 15,7 7,54 11,23 
03 7,93 9,09 5,41 0,4 0,4 0,4 8,91 12,25 10,65 
04 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4 4,97 5,77 8,2 
05 0,3 2,84 0,3 11,53 10,49 7,06 14,74 16,1 17,16 
06 0,3 12,56 18,73 0,4 0,4 3,72 15,54 18,94 19,41 
07 1,96 8,3 3,36 0,4 0,4 0,4 6,28 7,63 11,2 
08 14,16 5,3 5,6 0,4 0,4 0,4 11,33 13,94 13,76 
09 0,3 2,89 0,3 0,4 0,4 0,4 5,59 5,16 6,59 
10 0,3 13,82 0,3 0,4 0,4 0,4 10,8 15,79 11,07 
11 21,28 32,42 13,85 0,4 0,4 0,4 11,62 36,51 10,15 
12 0,3 30,26 6,59 0,4 0,4 0,4 3,5 7,11 6,91 
13 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4 10,86 10,04 13,24 
14 0,3 9,82 2,04 0,4 0,4 0,4 25,68 14,43 21,19 
15 0,3 12,98 0,3 0,4 0,4 0,4 5,28 6,78 7,03 
16 0,3 5,28 19,3 0,4 0,4 0,4 10,07 16,1 18,35 
17 0,3 58,33 0,3 0,4 0,4 0,4 7,46 8,97 11,71 
18 0,3 2,51 0,3 0,4 0,4 0,4 0,2 0,2 0,2 
19 0,3 13,13 3,17 0,4 0,4 0,4 7,68 9,22 11,3 
20 0,3 25,64 0,3 0,4 0,4 0,4 10,98 9,62 24,12 
21 0,3 7,06 NA 0,4 0,4 NA 7,9 5,56 NA 
22 0,3 9,18 0,3 0,4 0,4 0,4 8,18 9,85 8,4 
23 0,3 2,95 0,3 0,4 0,4 0,4 5,19 6,92 6,67 
24 0,3 22,28 3,94 0,4 0,4 0,4 5,24 5,63 8,03 
25 13,6 24,08 15,84 0,4 0,4 0,4 7,73 12,57 12,51 
26 9,35 3,28 0,3 6,52 0,4 0,4 21,77 24,8 18,81 
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27 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4 4,22 3,93 5,14 
28 0,3 6,54 0,3 0,4 0,4 0,4 4,99 6,37 9,11 
29 0,3 4,5 7,91 0,4 0,4 0,4 6,12 7,88 10,67 
30 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4 5,48 6,77 6,37 
31 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4 6,37 8,09 8,9 
32 2,66 21,6 4,28 0,4 0,4 0,4 12,03 21,03 14,93 
33 0,3 50,21 20,48 0,4 0,4 0,4 5,6 8,65 8,21 
34 0,3 10,17 2,89 0,4 0,4 0,4 8,1 6,06 8,15 
35 2,97 5,67 6,13 0,4 0,4 0,4 10,34 8,02 15,39 
Legenda:  
      NA=não avaliado 
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Anexo 11. Resultados da dosagem sérica de IFN-γ e TGF-β por imunoensaio 
multiplex 
Amostra IFN-γ  -D0 
(pg/mL) 
IFN-γ  -D1 
(pg/mL) 
IFN-γ  -D4 
(pg/mL) 
TGF-β  -D0 
(ng/mL) 
TGF-β  -D1 
(ng/mL) 
TGF-β  -D4 
(ng/mL) 
01 0,4 0,4 0,4 17 12,32 16,88 
02 4,95 2,78 0,4 NA NA NA 
03 3,46 0,4 0,4 15,72 14,64 11,96 
04 0,4 0,4 0,4 10,84 9,2 6,52 
05 0,4 0,4 0,4 0,08 23,32 52,24 
06 7,52 0,4 6,24 10,84 10,48 9,64 
07 0,4 0,4 0,4 NA NA NA 
08 0,4 0,4 0,4 7,48 13,2 12,16 
09 0,4 0,4 0,4 NA NA NA 
10 0,4 0,4 0,4 8,64 7,08 6,2 
11 0,4 0,4 0,4 NA NA NA 
12 0,4 0,4 0,4 7,84 9,88 6,52 
13 0,4 0,4 0,4 15,6 40,12 43,2 
14 0,4 0,4 0,4 20,92 19,6 18,72 
15 0,4 0,4 0,4 15,64 23 14,04 
16 0,4 0,4 0,4 12,44 15,36 5,4 
17 0,4 0,4 0,4 19,8 16,76 24,64 
18 0,4 0,4 0,4 17,12 21,88 7,04 
19 0,4 0,4 0,4 14,56 12,04 11,6 
20 0,4 0,4 0,4 21,88 47,2 41,84 
21 0,4 0,4 NA NA NA NA 
22 0,4 0,4 0,4 11,16 12,16 14,28 
23 0,4 0,4 0,4 27,36 20,4 13,04 
24 0,4 0,4 0,4 13,32 15,72 14,12 
25 0,4 0,4 0,4 6,84 12,16 15,48 
26 3,31 0,4 0,4 8 11,16 10,04 
27 0,4 0,4 0,4 9,6 7,64 8,76 
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28 0,4 0,4 0,4 9,04 9,76 11,8 
29 0,4 0,4 0,4 11,44 15,56 16,24 
30 0,4 0,4 0,4 8,56 13,36 5,96 
31 0,4 0,4 0,4 13,44 15 13,12 
32 0,4 0,4 0,4 NA NA NA 
33 0,4 0,4 0,4 NA NA NA 
34 0,4 0,4 0,4 NA NA NA 
35 0,4 0,4 0,4 NA NA NA 
Legenda:  
      NA=não avaliado 
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Abstract 
 
It is known that major surgery and allogeneic blood transfusion mediate 
immunosuppression by interfering on cytokine secretion and lymphocyte 
response. Regulatory T cells are suppressive CD4+ cells with a central role in 
immunosuppression of trauma victims, cancer patients and transplant recipients. 
Several markers have been identified with regulatory properties, such as FoxP3, 
CTLA-4, GITR and the recently described CD69. Allogeneic blood transfusion has 
been shown capable of inducing regulatory CD4+FoxP3+ T cells in vitro. Therefore, 
a better characterization of allogeneic transfusions’ effects on regulatory T cells 
induction in vivo seems to be relevant in understanding transfusion-related 
immunomodulatory effects. Purpose: In this study, we aimed to investigate 
regulatory CD4+ T cells induction and cytokine profile in transfused and non-
transfused surgical patients. Patients and methods: 35 patients undergoing 
elective hip replacement were recruited for this study and prospectively evaluated. 
Blood samples were obtained before surgery (D0) and on days 1 (D1) and 4 (D4) 
after surgery. Quantification of regulatory T cells was done by flow cytometry using 
CD4, CD25, FoxP3, CTLA-4, GITR and CD69, while cytokines (IL-1β, IL-2, IL-4, 
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17A, TNF-α, IFN-γ and TGF-β) levels were determined by 
multiplexed immunoassay system. Results: From the 35 patients recruited for this 
study, 18 (51,4%) received perioperative allogeneic non-leukoreduced red cell 
transfusion. There were no significant differences in clinical or epidemiological 
characteristics between transfused and non-transfused groups, except for the 
duration of surgery, being longer in transfused patients (p<0.001). Total 
lymphocyte count (/µL) was significantly decreased only in transfused patients (D0 
vs. D1; p<0.001). No significant difference was seen in the percentage of 
CD4+CD25highFoxP3+ T lymphocytes by comparing D0, D1 and D4. However, a 
significant increase of CD4+CD25-CD69+ cells was observed by comparing D1 vs. 
D4 (p=0.001) in transfused patients, but not in the group of non-transfused 
patients. Similarly, we also detected a significant increase in the number of 
CD4+GITR+ T cells in the group of transfused patients (D1 vs. D4; p=0.007). Total 
hip replacement also led to substancial increase of the following cytokines: IL-6 
(D0 vs. D1; p<0.001), IL-8 (D0 vs. D1; p<0.001), IL-10 (D0 vs. D1; p<0.001). 
However, no differences regarding cytokine levels were seen comparing groups of 
transfused and non-transfused patients. Conclusions: This study showed that 
although allogeneic non-leukoreduced red cell transfusion is associated with 
decrease of total lymphocyte count following major surgery, there was a significant 
increase of CD4+CD25-CD69+ and  CD4+GITR+ T lymphocytes in the transfused 
group on D4, possibly reflecting the late effect of transfusion on induction of these 
subsets of CD4+ regulatory T cells. The increase of IL-6, IL-8 and IL-10 levels 
indirectly highlights the imbalance on immune response after surgical trauma. 
Further studies, with a larger cohort and functional assays, investigating these 
CD4+ lymphocytes subpopulations following major surgery and the impact of 
allogeneic non-leukoreduced red cells transfusion on these cells should be 
addressed.   
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